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Myelodysplastische Syndrome (MDS) und myelodysplastisch/myeloproliferative Neoplasien, 
insbesondere die chronische myelomonozytäre Leukämie (CMML) sind erworbene klonale 
Erkrankungen der hämatopoetischen Stammzelle und stellen eine der häufigsten malignen 
hämatologischen Systemerkrankungen des älteren Menschen dar. Durch den Einsatz moderner 
Technologien konnten in den vergangenen Jahren zahlreiche neue molekulare Aberrationen 
beim MDS sowie bei der CMML aufgedeckt werden, welche eine zunehmende Bedeutung im 
Rahmen der Differenzialdiagnostik, Prognoseabschätzung, Resistenzaufklärung und 
Therapiewahl erlangen. Bei Hochrisikopatienten, die sich nicht für das Verfahren einer 
allogenen Stammzelltransplantation qualifizieren, ist die epigenetische Therapie mit Azacitidin 
(Vidaza®) zugelassen.  
 
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden Mutationsanalysen an einer klinisch gut 
charakterisierten Patientenkohorte (n=15) durchgeführt, davon 10 Patienten mit MDS und 5 
Patienten mit CMML. Die gefundenen Mutationen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wurden im 
klinischen Verlauf unter Therapie mit Azacitidin nachverfolgt, sodass neue Einblicke in die 
Mutationskinetik der MDS/CMML unter epigenetischer Therapie gewonnen werden konnten.  
In einem aktuellen Projekt der Arbeitsgruppe wurde eine auf der 454-Technologie basierende 
Next-Generation-Sequencing-Methode (NGS) zum sensitiven und simultanen Nachweis der 25 
häufigsten Leukämie-assoziierten Genen in einem einzigen Lauf („Jena-454-Leukämie-Panel“) 
etabliert (Rinke et al. 2013). Inzwischen wurde das Gen-Panel um zusätzliche fünf Gene 
erweitert.  
 
Insgesamt wurden in 8 von 10 MDS-Patienten sowie in 5 von 5 CMML-Patienten Mutationen 
nachgewiesen. Sieben von 15 Patienten trugen zwei oder mehr onkogenetische Mutationen. 
Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wurden 24 Mutationen detektiert. Bei den betroffenen Genen 
handelte es sich v.a. um epigenetische Regulatorgene TET2 (n=5), EZH2 (n=3), DNMT3A (n=2), 
ASXL1 (n=2), IDH2 (n=1), Transkriptionsfaktoren RUNX1 (n=4), TP53 (n=1), Gene des 
Spliceosoms SRSF2 (n=3), ZRSR2 (n=1) und Gene der Signaltransduktion KRAS (n=2). Zum 
Zeitpunkt des besten Ansprechens unter Azacitidin-Therapie wurden 23 somatische Mutationen 
identifiziert. Nach Zuordnung der jeweils zusammengehörigen Probenpaare von zwei 




(70%) zeigten eine komplette Stabilisierung der quantitativen Mutationslast, 5/27 Klone (19%) 
lagen im Verlauf unter der Nachweisbarkeitsgrenze (KRAS, n=2; TP53, n=1; ASXL1, n=1; 
SRSF2, n=1) und 3/27 Klone (11%) nahmen unter der epigenetischen Therapie quantitativ zu 
(KRAS, n=2; ETV6, n=1). 
 
Zusammenfassend konnte in der Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass ein gutes Ansprechen 
auf eine epigenetische Therapie mit Azacitidin bei Patienten mit MDS und CMML in der 
Mehrzahl der Patienten mit einer klonalen Stabilisierung assoziiert ist und nicht mit einer 







1.1 Myelodysplastische Syndrome  
 
Myelodysplastische Syndrome (MDS) umfassen eine heterogene Gruppe von 
Stammzellerkrankungen, die neben einer gestörten Proliferation hauptsächlich durch 
Differenzierungs- und Reifungsstörungen hämatopoetischer Zellen mit Ausbildung von 
Dysplasien (Tefferi und Vardiman 2009) sowie Veränderungen des Knochenmarkstromas 
(Germing et al. 2013) gekennzeichnet sind. Je nach MDS-Subtyp dominiert im peripheren Blut 
eine Hypozellularität und im Knochenmark eine Normo- bzw. Hyperzellularität. Mit einer 
Inzidenz von 30-40/100.000 Einwohnern pro Jahr zählen die MDS zu den häufigsten malignen 
hämatologischen Erkrankungen, die bevorzugt im höheren Lebensalter auftreten. Durch den 
demographischen Wandel unserer Gesellschaft nehmen die Inzidenz und somit auch der 
Stellenwert der Erkrankung im klinischen Alltag stetig zu. Diese Zunahme bei v.a. älteren 
Menschen beruht wahrscheinlich auf einer mit dem Alter zunehmenden Zahl an somatischen 
Mutationen in wichtigen Genen der hämatopoetischen Stammzelle (Welch et al. 2012). Alle 
klinischen Symptome der MDS gelten als unspezifisch. Dazu zählen Zeichen einer Anämie, 
Thrombozytopenie und Granulozytopenie (Gangat et al. 2016). Um über die 
Verdachtsdiagnose hinaus Gewissheit zu erlangen, ist eine Knochenmarkspunktion zur 
Diagnosestellung erforderlich.  
 
Geläufig ist die Verwendung von MDS im Plural, da sich verschiedene Typen der Erkrankung 
voneinander abgrenzen lassen. Die Klassifizierung der Subtypen erfolgt anhand 
zytomorphologischer Kriterien durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO). In Tabelle 1 ist 
die WHO-Klassifikation der myelodysplastischen Syndrome aus dem Jahre 2008 dargestellt. 
Inzwischen wurde diese im Jahre 2016 überarbeitet und hinsichtlich verschiedener Kriterien 
u.a. der morphologischen Interpretation sowie Zytopenie-Bewertung optimiert. Neben neuen 
Termini (RCUD = MDSSLD, MDS mit single lineage dysplasia; RCMD = MDSMLD, MDS 
mit multilineage dysplasia; RAEB = MDSEB, MDS mit excess blasts) wurde die Gruppe der 
multilineären dysplastischen MDS ohne Blastenvermehrung aber mit Ringsideroblasten 
und/oder SF3B1 Mutation wieder als eigenständige Entität definiert (ehemals RCMD-RS). Des 




eine einzelne weitere chromosomale Aberration haben (Arber et al. 2016). Diese Arbeit wurde 
allerdings nach den Kriterien der WHO-Klassifikation aus dem Jahre 2008 durchgeführt.  
 
Tabelle 1: WHO-Klassifikation der Myelodysplastischen Syndrome (2008) 
MDS-Subtyp Knochenmark Blut 
Refraktäre Zytopenie mit 
unilineärer Dysplasie (RCUD) 
Refraktäre Anämie (RA) 
Refraktäre Neutropenie (RN) 
















Refraktäre Zytopenie mit 
multilineärer Dysplasie (RCMD) 
mit oder ohne Ringsideroblasten 
<5% Blasten, 
<15% Ringsideroblasten, 
Dysplasiezeichen in ≥2 Zellreihen 








Refraktäre Anämie mit 






Refraktäre Anämie mit 












Die mediane Überlebenswahrscheinlichkeit liegt bei ca. 30 Monaten. Der alte Begriff der 
„Präleukämie“ war durch die Erkenntnis geprägt, dass etwa 25% der Patienten eine akute 
myeloische Leukämie (AML) entwickeln (Thol et al. 2015).  
 
Klonale Evolution beim MDS 
 
Aktuelle Studien zeigen, dass vielfältige dynamische Prozesse in der Entwicklung einer 
hämatopoetischen Erkrankung viele Jahre vor klinischer Manifestation eine Rolle spielen 
können (Genovese et al. 2014; Jaiswal et al. 2014; Xie et al. 2014). Wie in Abb. 1 dargestellt, 
initiieren frühe zyto- und/oder molekulargenetische Aberrationen (early initiation mutation) die 
Umwandlung der normalen Hämatopoese zum MDS und somit zur klonalen Expansion einer 
hämatopoetischen Stammzelle. Im Falle, dass später eine weitere Mutation (cooperating 




Transformation vom MDS zu einer AML kommen (Xie et al. 2014). Welche Faktoren genau 
den Prozess der klonalen Evolution in Gang setzen, ist noch unzureichend aufgeklärt. Diskutiert 
werden allerdings dysplastische Veränderungen und eine genetische Instabilität. 
 
 
Abbildung 1: Stufenmodell der Leukämiepathogenese. Early initiation mutation u.a. in den 
Genen DNMT3A, TET2, ASXL1, JAK2, SF3B1 können eine klonale Expansion der 
hämatopoetischen Stammzelle bewirken. Eine zusätzliche cooperating mutation u.a. in den Genen 
IDH1, RUNX1, NRAS, U2AF1, STAG2, FLT3, NPM1 und WT1 führen zur Transformation in eine 
Leukämie.  
 
Eine Vielzahl von molekularen Markern erlaubt inzwischen die Diagnose von MDS in 
Ergänzung zu den etablierten klinischen und zytogenetischen Methoden. Insbesondere bei 
Patienten mit normalem Karyotyp sind zusätzliche molekulare Analysen hilfreich. Durch den 
Einsatz von Hochdurchsatztechnologien (z.B. SNP-Arrays) konnten in den vergangenen Jahren 
auch bei MDS-Patienten mit normalem Karyotyp bisher unsichtbare Veränderungen in der 
Anzahl der Kopien bestimmter Gene (Verlust oder Zugewinne) sowie Heterozygotie-Verluste 
(loss of heterozygosity, LOH) aufgezeigt werden (Mohamedali et al. 2007). Die Methode des 
Next Generation Sequencing (NGS) ermöglicht ebenfalls den Nachweis vieler Mutationen beim 
MDS (Bejar et al. 2011; Kulasekararaj et al. 2013). Über 90% aller MDS-Patienten tragen mehr 
als eine Mutation, zwei Drittel davon werden in Individuen mit normalem Karyotyp gefunden 
(Cazzola et al. 2013). Die Veränderungen umfassen Gene aus den Bereichen der 
Signaltransduktion und Proliferation, der Transkriptionsfaktoren, der epigenetischen 
Regulation und des RNA-Splicing-Apparates. Am häufigsten betroffen bei letzteren sind 
SF3B1 (15-30%), SRSF2 (10-20%) und USAF1 (<10%), bei den epigenetischen Regulatoren 
TET2 (20-30%), DNMT3A (10%), ASXL1 (15-20%) und EZH2 (5%) (Cazzola et al. 2013). Der 
Nachweis somatischer Mutationen ist nicht nur für die Diagnostik von erheblicher Bedeutung, 
sondern spielt auch im Hinblick auf die Risikostratifizierung und den prognostischen Ausblick 




ein unabhängiger, ungünstiger prognostischer Einfluss festgestellt werden (Bejar et al. 2011; 
Germing et al. 2013), v.a. aufgrund des erhöhten Transformationsrisikos in eine AML.  
 
In einer Mutationsanalyse von 439 Patienten mit MDS konnte bei 51% der Patienten 
mindestens eine molekulare Mutation nachgewiesen werden (Bejar et al. 2011). Zudem zeigte 
sich, dass Patienten mit Mutation häufig mehrere Genmutationen gleichzeitig aufweisen    
(Abb. 2). Inwiefern Chromosomenanomalien einen Einfluss auf die MDS-Pathogenese haben, 
ist noch weitestgehend ungeklärt. Zugrunde liegt dem Prozess vermutlich eine chromosomale 
Instabilität des pathologischen Zellklons.  
 
 
Abbildung 2: Assoziation zwischen zytogenetischen Aberrationen und Genmutationen. 
Dargestellt wurden 11 der am häufigsten mutierten Gene beim MDS. Auffällig ist, dass 
Mutationen in TET2 unverhältnismäßig häufig bei Patienten mit normalen Karyotyp auftreten, 
sowie TP53 Mutationen nur bei Patienten mit einem komplexen Karyotyp. (aus Bejar et al. 2011) 
 
Ebenfalls hervorzuheben ist die Beziehung zwischen den Mutationen und dem klinischen 
Phänotyp. Hierbei ist eine SF3B1-Mutation häufig mit einer refraktären Anämie mit 
Ringsideroblasten (RARS) assoziiert (Damm et al. 2012). In schwierigen diagnostischen 
Situationen kann der Nachweis solcher Mutationen die Abgrenzung eines MDS von z.B. 







1.2 Chronische myelomonozytäre Leukämie 
 
Die chronische myelomonozytäre Leukämie (CMML) gehört mit einer Inzidenz von ca. 
1,5/100.000 pro Jahr zu den seltenen Erkrankungen, die vorzugsweise bei älteren Menschen ab 
65 Jahren auftritt. Die CMML weist sowohl myelodysplastische als auch myeloproliferative 
Merkmale auf und wird daher laut WHO Klassifikation 2008 (Tab. 2) zusammen mit der 
refraktären Anämie mit Ringsideroblasten und Thrombozytose (RARS-T) zu den 
myelodysplastisch/myeloproliferativen Neoplasien zusammengefasst. Viele Experten halten 
diese Einteilung allerdings für diskutabel und befürworten die ursprüngliche Klassifikation zu 
den myelodysplastischen Syndromen. Die Unterscheidung in CMML-I bzw. CMML-II ist 
abhängig vom prozentualen Blastenanteil im Blut und Knochenmark (Itzykson et al. 2013).  
 
Tabelle 2: WHO-Klassifikation myelodysplastisch/myeloproliferative Neoplasien (2008)  
 Knochenmark Blut 
CMML-I <10% Blasten, 
Dysplasien in 1-2 Zellreihen 
<5% Blasten, 
>1000/µl Monozyten 
CMML-II <20% Blasten, 
Dysplasien in 1-2 Zellreihen 
<20% Blasten, 
>1000/µl Monozyten 









Eine ältere Klassifikation, basierend auf der Leukozytenzahl, teilte die CMML ein in einen 
myelodysplastischen (MDS-CMML; Leukozyten <13x109/l) oder einen myeloproliferativen 
Typ (MPN-CMML; Leukozyten ≥13x109/l; Bennett et al. 1994). Bei den myeloproliferativen 
Charakteristika der CMML (MPN-CMML) handelt es sich um eine Vermehrung der 
Monozyten sowie eine Splenomegalie (Germing et al. 2013).  
 
Im Jahre 2016 wurde auch die WHO-Klassifikation der 
myelodysplastischen/myeloproliferativen Neoplasien überarbeitet. Aktuelle Studien zeigten, 
dass durch die Unterteilung der CMML in 3 Gruppen (CMML-0 <2% Blasten im Blut, <5% 
Blasten im Knochenmark; CMML-1 <5% Blasten im Blut, <10% Blasten im Knochenmark; 




peripheren und medullären Blastenanteil, eine präzisere Prognose erfolgen konnte (Arber et al. 
2016).  
 
Bereits in vielen vorausgegangenen Studien konnten multiple somatische Mutationen in 
CMML-Patienten nachgewiesen werden. In mehr als 80% der CMML-Patienten wurden 
Genmutationen beschrieben, allerdings sind keine spezifisch für diese Erkrankung (Almeida 
2013). SRSF2, TET2, ASXL1, RUNX1, SETBP1, KRAS, EZH2, CBL und NRAS gehören zu den 
Genen, die in ≥10% an CMML erkrankten Patienten als mutiert detektiert wurden (Mason et 
al. 2015).  
 
1.3 Therapie der MDS- und CMML-Patienten mit Azacitidin (Vidaza®) 
 
Die Therapie der MDS/CMML erfolgt individuell risikoadaptiert nach exakter Diagnose und 
Prognoseabschätzung. Um das individuelle Risiko eines Patienten einzuschätzen, stehen zwei 
validierte Prognosesysteme (IPSS und IPSS-R) zur Verfügung (Greenberg et al. 2012). 
Berücksichtigt wird in der aktuellen Version des International Prognostic Scoring System 
(IPSS-R) der Karyotyp, der Blastenanteil im Knochenmark sowie die Anzahl der Zytopenien. 
Somit ist die Zuordnung der Patienten in unterschiedliche Risikogruppen möglich, wodurch die 
Therapieplanung erheblich beeinflusst werden kann.  
 
Wichtig für die Behandlung ist die Erkenntnis, dass bei beiden Erkrankungen DNA-
Hypermethylierungen in Genpromotoren gefunden wurden (Perez et al. 2012), wodurch der 
Einsatz von hypomethylierenden Medikamenten eine bedeutende Rolle spielt. Azacitidin, 
chemisch 5-Azacitidin (Handelsname: Vidaza®) ist ein Pyrimidin-Analogon (Abb. 3), das 
anstelle von Cytosin in die DNA eingebaut wird und eine direkte zytotoxische Wirkung auf 
proliferierende Zellen hat. Zusätzlich verhindert es über eine epigenetische Wirkkomponente 
die Methylierung von cytosin-phosphatidyl-guaninreichen Sequenzen (sog. CpG-Inseln) in den 
Promotorregionen der DNA, indem das Enzym DNA-Methyltransferase (DNMT) irreversibel 
gebunden und damit gehemmt wird. Mithilfe von Azacitidin kann somit die Inaktivierung von 






Abbildung 3: Strukturformel von Azacitidin (http://www.pharmazeutische-zeitung.de) 
 
 
Bereits im Jahre 2002 konnte eine signifikante Verlängerung des Überlebens sowie eine 
verzögerte Transformation zur AML im Vergleich zur besten supportiven Therapie für 
Patienten mit MDS nachgewiesen werden (Silverman et al. 2002). In dieser randomisierten 
Studie wurde Azacitidin subkutan mit einer Dosis von 75 mg/m² über 7 Tage verabreicht. Im 
Rahmen der AZA-001-Studie wurde der signifikante Überlebensvorteil um 9,5 Monate 
gegenüber den drei Therapiealternativen bestmögliche supportive Therapie, niedrig dosiertes 
Cytarabin und intensivierte Chemotherapie bei allen MDS-Patienten-Subgruppen bestätigt 
(Fenaux et al. 2009). Die größte Studie mit 76 CMML-Patienten unter Azacitidintherapie zeigte 
ein Ansprechen von 43% (komplette Remission bei 17%) und ein medianes Überleben von 29 
Monaten (Ades et al. 2013).  
 
Nach Auswertung der AZA-001-Studie wurde das Medikament 2009 durch die Europäische 
Union für folgende Patienten, die nicht für eine allogene Stammzelltransplantation in Frage 
kommen, zugelassen (Fachinformation, Celgene 2009):  
- Myelodysplastische Syndrome (MDS) mit intermediärem Risiko 2 (int-2) oder hohem 
Risiko (high-risk) nach International Prognostic Scoring System (IPSS) 
- Chronische myelomonozytäre Leukämie (CMML-II) mit 10-29% Blasten ohne 
myeloproliferative Störung 
- Akute myeloische Leukämie (AML) mit 20-30% Blasten und Mehrlinien-Dysplasie 
gemäß WHO-Klassifikation  
Seit November 2015 ist Azacitidin auch zur Behandlung erwachsener Patienten im Alter von 




(Dombret et al. 2015). Die Definition eines Hochrisiko MDS-Patienten wird durch 
morphologische Kriterien der FAB und WHO definiert (Bernal et al. 2015).  
 
Azacitidin wird grundsätzlich im Zuge eines 28-Tage-Zyklus an den Tagen 1-7 subkutan (s.c.) 
appliziert. Die klassische Therapiedosierung liegt bei 75mg/m². Ein möglicher Therapieablauf 
von Azacitidin ist in Abbildung 4 skizziert. Aufgrund des epigenetischen Wirkmechanismus 
setzt der Behandlungserfolg häufig erst nach 4-8 Therapiezyklen ein. Azacitidin wird insgesamt 
als gut verträglich eingestuft und kann ambulant injiziert werden.  
 
 
Abbildung 4: Applikationsschema für 5-Azacitidin. Grundsätzlich handelt es sich um 28-Tage-
Zyklen. 5-Azacitidin wird an den Tagen 1-7 gegeben. (III. Medizinische Klinik Hämatologie und 
Onkologie Universitätsmedizin Mannheim; MDS-Exzellenzzentrum) 
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Nach aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Hämatologie und Medizinische 
Onkologie e.V. (DGHO) erhalten alle MDS-Hochrisikopatienten sowie Patienten mit einer 
CMML und einer Leukozytenzahl <13x109/l, die nicht für eine allogene 
Stammzelltransplantation geeignet sind, Azacitidin (Hofmann et al. 2013). Aufgrund weniger 
Therapiealternativen ermöglicht der Einsatz von demethylierenden Substanzen wie z.B. 
Azacitidin für einen großen Anteil der älteren Patienten die Chance auf einen 
Behandlungserfolg bzgl. einer Verbesserung der Lebensqualität und Verlängerung des 
Überlebens, trotz des hohen Mortalitätsrisikos der Erkrankungen. Welche Patienten von der 
epigenetischen Therapie mit Azacitidin profitieren, kann gegenwärtig nicht vorhergesagt 
werden, da der Wirkmechanismus noch unzureichend aufgeklärt ist. Im Rahmen der 
Promotionsarbeit soll die Kinetik und Evolution von molekularen Mutationen bei Patienten mit 
MDS und CMML im Krankheitsverlauf unter Azacitidin-Therapie näher untersucht werden. 




Der Krankheitsverlauf von MDS- und CMML-Patienten unter Azacitidin-Therapie ist 
mit einer Veränderung der molekulargenetischen Architektur assoziiert. 
Die Hypothese wurde anhand folgender Fragestellungen überprüft: 
1 Welche Mutationen können bei MDS- und CMML-Patienten zum Zeitpunkt der 
Erstdiagnose nachgewiesen werden? 
2 Welche Mutationen können im weiteren Krankheitsverlauf unter Azacitidin-Therapie 
detektiert werden? 
3 Wie verhält sich die Mutationskinetik zur Erstdiagnose im Vergleich zum besten 










Ein Ethikvotum zur Asservierung und wissenschaftlichen Analyse von Blut- und 
Knochenmarkproben liegt in der Abteilung für Hämatologie und Internistische Onkologie der 
Klinik für Innere Medizin II am Universitätsklinikum Jena vor. Alle untersuchten Patienten 
gaben nach umfassender Aufklärung vor der Entnahme von Blut und/oder Knochenmark ihr 
schriftliches Einverständnis zu wissenschaftlichen Untersuchungen. Die Analysen erfolgten 
nach Pseudoanonymisierung der Proben. Der Datenschutz aller Patienten war gewährleistet. 
 
Probenauswahl 
Die Leukozyten-DNA wurde aus peripherem Blut oder Knochenmark von 15 klinisch gut 
charakterisierten Patienten mit MDS (n=10) und CMML (n=5) zu zwei Zeitpunkten der 
Erkrankung isoliert (Σ=30 DNA-Patienten-Proben). Bei der ersten Probe handelte es sich 
jeweils um den Zeitpunkt der Erstdiagnose vor Therapiebeginn. Nach Einleitung der 
epigenetischen Therapie mit Azacitidin wurde eine zweite Probe des jeweiligen Patienten zum 
Zeitpunkt des besten Therapieansprechens (Verlaufsprobe) untersucht. Somit konnte einerseits 
die Prävalenz von Mutationen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose analysiert werden, sowie 
andererseits die Kinetik der gefundenen Mutationen im weiteren Krankheitsverlauf unter 
epigenetischer Therapie mit Azacitidin. Außerdem konnten neue, erst im Therapieverlauf 
entstandene Mutationen detektiert werden. Die Probengewinnung erfolgte im Rahmen einer 
diagnostisch indizierten Beckenkammpunktion (BKP) in der oben genannten Abteilung. 
 
Nachfolgend sind die Patientencharakteristika in Tabelle 3 hinsichtlich Alter, Geschlecht und 
Karyotyp zum Zeitpunkt der Erstdiagnose aufgeführt. Tabelle 4 zeigt anschließend das Datum 
der Probe, die Proben ID, die Blastenzahl zum Zeitpunkt der Erstdiagnose sowie das Datum der 
epigenetischen Therapieeinleitung mit Azacitidin. Des Weiteren finden sich in dieser Tabelle 
Informationen zur Verlaufsprobe bezüglich des besten Ansprechens (Therapiezyklus), 






Tabelle 3: Patientenkohorte: Demographische Kriterien 
Patient Geschlecht Alter Geburtsdatum Karyotyp Erstdiagnose 
1 W 74 20.12.1936 46,XX,del(20) MDS-RAEB-II 
2 W 72 21.10.1941 Komplex MDS-RAEB-II 
3 W 75 23.07.1938 46,XX MDS-RAEB-II 
4 W 62 08.07.1952 46,XX MDS-RAEB-I 
5 M 64 06.07.1949 46,XY MDS-RAEB-II 
6 W 48 21.01.1966 45,XX,-7[12]/46,XX[7] MDS-RAEB-II 
7 M 73 31.03.1940 46,XY,ider(20)(q10)del(q11q13) MDS-RAEB-I 
8 M 64 23.05.1949 46,XY MDS-RAEB-I 
9 M 61 21.05.1950 46,XY MDS-RAEB-II 
10 M 57 18.07.1956 46,XY MDS-RAEB-II 
11 W 54 31.01.1960 45,XX,-7[11]/46,XX[3] CMML-II 
12 M 62 14.02.1952 46,XY CMML-II 
13 M 63 15.07.1951 46,XY CMML-II 
14 M 70 23.07.1944 46,XY CMML-I 













Tabelle 4: Probenauswahl n=30 ≙ 10 MDS- und 5 CMML- Patienten im Therapieverlauf: Datum, Proben ID und Blastenanteil zum Zeitpunkt 
der Erstdiagnose sowie zum Zeitpunkt des besten Ansprechens unter Azacitidin-Therapie (Therapiezyklus) 

























1 19.08.2010 10-167 14 23.10.2010 Z.n. 11 Kursen 22.09.2011 11-610 6 
2 10.01.2013 33056681 45 16.01.2013 Z.n. 7 Kursen 08.08.2013 33433770 2 
3 08.08.2013 33433638 9 13.08.2013 Z.n. 3 Kursen 07.11.2013 33596022 5 
4 03.01.2014 33697558 7 08.01.2014 Z.n. 8 Kursen 08.10.2014 34153263 6 
5 26.11.2013 33703452 15 27.01.2014 Z.n. 8 Kursen 19.08.2014 34098283 4 
6 29.04.2014 33917287 16  08.05.2014 Z.n. 3 Kursen 06.08.2014 13075164 <5% 
7 09.07.2013 33379468 5 19.09.2013 Z.n. 2 Kursen 09.04.2014 33880449 4 
8 22.04.2013 33239338 8 06.05.2013 Z.n. 3 Kursen 14.08.2013 33403660 1 
9 30.11.2011 11-795 21 05.01.2012 Z.n. 4 Kursen 30.04.2012 12-325 9 
10 22.05.2013 33293192 14 01.06.2013 Z.n. 3 Kursen 09.10.2013 33511940 10 
11 19.02.2014 13060670 17 10.03.2014 Z.n. 7 Kursen 30.09.2014 34191665 12 
12 25.07.2014 13074281 24 09.08.2014 Z.n. 6 Kursen 01.04.2015 34535644 3 
13 09.05.2014 33935230 15 15.05.2014 Z.n. 7 Kursen 07.01.2015 34374189 10 
14 21.10.2014 34236542 Keine Daten  25.11.2014 Z.n. 3 Kursen 13.04.2015 34554713 2 









Tabelle 5: Chemikalien 
Chemikalien Hersteller  
100 bp DNA-Längenstandard Thermo Fisher (Dreieich, Deutschland) 
2-Propanol,  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
96% Ethanol,  J. T. Baker (Deventer, Niederlande) 
Agarose Thermo Fisher (Dreieich, Deutschland) 
Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
Ampuwa® Fresenius Kabi Deutschland GmbH 
(Bad Homburg, Deutschland) 
Bromphenolblau Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
EDTA Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Glycerin Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
High purity water Milli-Q Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 
Isoton® II Diluent Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland) 
Kaliumhydrogencarbonat Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
Na2-EDTA Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
NaOH pellets® Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
PBS GibcoBRL (Karlsruhe, Deutschland) 
SDS Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
Tris-HCL Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 












3.2.2.1 Puffer zur Blutaufbereitung:  
 
Tabelle 6: Lysepuffer [10x] und PE-Puffer  
Lysepuffer [10x] 
 500 ml 
Ammoniumchlorid 41,5 g 
Kaliumhydrogencarbonat 5,0 g 
EDTA 0,179 g 
 bis auf 500 ml mit Aqua destillata auffüllen 
 Einsatz zur Erythrozyten-Lyse [1x] 
PE-Puffer 
 Zugabe von 2 mM EDTA zu einer PBS-Lösung 
 
3.2.2.2 Puffer zur Agarose-Gelelektrophorese: 
 
Tabelle 7: TAE-Puffer [50x] 
 1000 ml 
Tris-Base 242 g 
Essigsäure 57,1 ml 
EDTA (pH 8,0) 100 ml 
 bis auf 1000 ml mit Aqua destillata auffüllen 
 Einsatz zur Gelelektrophorese [1x] 
 
Tabelle 8: DNA-Ladungspuffer für Gelelektrophorese 
 100 ml 
10 mM Tris-HCL, pH 8,0 1 ml (Stammlösung 1 M) 
1 mM Na2-EDTA 200 µl (Stammlösung 0,5 M) 
0,1% SDS 500 µl (Stammlösung 20%) 
30% Glycerin 30 ml 
0,0025% Bromphenolblau 62,5 µl (Stammlösung 4%) 
 bis auf 100 ml mit Aqua destillata auffüllen 




3.2.2.3 Puffer zur Quantifizierung:  
 
Tabelle 9: TE-Puffer [1x] 
Tris-HCL 10 mM 




Tabelle 10: Kitsysteme 
Anwendung Material Hersteller  
DNA-Isolation QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
Whole genome 
amplification 
REPLI-g® Ultra Fast Mini 
Kit 
Qiagen, Hilden, Deutschland 
PCR FAST START High Fidelity 
PCR System, dNTPack 
500U 
 





Aufreinigung Agencourt AMPure XP Kit Beckman Coulter, Krefeld, 
Deutschland 
Quantifizierung Quant-IT PicoGreen 
dsDNA-Assay Kit 
Thermo Fisher, Dreieich, 
Deutschland 
454 GS Junior Sequencing GS Junior Titanium  
Sequencing Kit 
 
GS Junior PicoTiterPlate Kit 
 
GS Junior Titanium emPCR 
Kit (Lib-A) 
 







- GS Amplicon Variant Analyzer Software v. 2.5p1 (Roche Applied Science)  




3.2.5 Geräte  
 
Tabelle 11: Geräte 
Gerät Hersteller 
454 Sequencing GS Junior Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland) 
Bio-Rad T100 Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories GmbH (München, Deutschland) 
Coulter® Z2 Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland) 
EasyPhor Mini - Kammer BiocomDirect (Lomond Crescent, England) 
Eppendorf centrifuge 5415 D Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf centrifuge 5430 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Easypet Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Mastercyler Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Mastercyler gradient Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf MixMate Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Gel IX Imager Intas (Göttingen, Deutschland) 
GS Junior Bead Counter Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland) 
NanoDrop® ND2000 PEQLAB (Erlangen, Deutschland) 
Rotator, SB2 stuart Bibby Scientific US (Burlington, NJ, U.S.A.) 
Tecan infinite F200 Tecan Deutschland GmbH (Männedorf, Deutschland) 
ULTRA TURRAX® Tube Drive IKA® (Staufen, Deutschland) 
Vakuumpumpe KNF KNF Neuberger GmbH (Freiburg, Deutschland) 
Vortex-Genie2 Scientific Industries (Bohema, NY, U.S.A.) 
 
3.2.6 Primer Design 
 
Es erfolgte eine Unterteilung in zwei Arten von Primern, hier bezeichnet als Primer A und 
Primer B. Dadurch wurde eine bi-direktionale Sequenzierung der Ziel-Sequenz von beiden 
Enden ermöglicht. Jeder Primer setzte sich aus drei festen Anteilen zusammen (Abb. 5), der 







Abbildung 5: Fusionsprimer-Komponenten (Amplicon Library Preparation Method Manual, 
Roche, 2010) 
 
Bei der zuletzt genannten Nukleotidsequenz am 5`-Ende (in blau dargestellt, s. Abb. 5) 
handelte es sich um ein 25-mer. Dieses fungierte v.a. als Adapter während der Emulsions-PCR 
aber auch bei der Anlagerung der Amplifikations- und Sequenzierungsprimer bei der 
darauffolgenden BeadRecovery und war somit essentiell für die 454 Sequenzierungsmethode. 
Die darauf folgende TCAG-Sequenz (rot) ermöglichte die Identifizierung von DNA-tragenden 
Beads. Optional konnte zwischen dem Primer A (oder B) und der Template-spezifischen-
Sequenz ein multiplex identifier (MID) (orange) hinzugefügt werden. Dieser ermöglichte als 
DNA-Barcode die automatische Identifikation von Amplikons durch die AVA Software (Roche) 
nach abgeschlossener Sequenzierung. Die Markierung mit MIDs fand bei jeder Patientenprobe 
zur Differenzierung der acht unterschiedlichen JAK2 p.V617F Sensitivitätskontrollen und dem 
JAK2 Amplikons sowie zur Verifizierung der gefundenen Mutationen in der REPLI-g®-DNA-
Probe Gebrauch.  
 
3.2.7 JAK2 V617F Sensitivitätskontrollen 
 
Zur Überprüfung der Sensitivität und Qualität wurden in jeder einzelnen NGS (n=30) acht JAK2 
V617F Sensitivitätskontrollen mitgeführt. Diese wiederum wiesen unterschiedliche relative 
Anteile der JAK2 V617F Mutation auf (0,1%, 0,5%, 1%, 5%, 10%, 20%, 50% und 100%). 
Wild-Typ und mutierte Fragmente wurden mit dem TOPO TA Cloning Kit, Dual Promoter, mit 
One Shot TOP 10F Chemically Competent Escherichia coli (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, 
Deutschland) geklont, gefolgt von einer Plasmid Isolation durchgeführt mit dem Plasmid Maxi 







Zur Untersuchung der Prävalenz von Mutationen sowie der Mutationskinetik im 
Therapieverlauf sollten 10 MDS- sowie 5 CMML-Patienten zu zwei Zeitpunkten der 
Erkrankung analysiert werden. Methodisch wurde hierzu das Verfahren des Next-Generation-
Sequencing (NGS) eingesetzt. Hiermit konnten ca. 35 Mio. Basen pro Sequenzierungslauf 
analysiert werden. Das Verfahren des (ultra deep) Amplicon Sequencing ermöglichte die 
Sequenzierung mit hoher Sensitivität und besteht im Wesentlichen aus folgenden vier 
Arbeitsschritten:  
1. Unter Verwendung genspezifischer Fusionsprimer wurden PCR-Amplikons mit einer 
Größe von ca. 300-400 bp generiert (Amplicon Library Preparation).  
2. Die PCR-Amplikons wurden an Beads gebunden und mittels Emulsions-PCR klonal 
amplifiziert (emPCR Amplification). 
3. Die Beads wurden auf eine Picotiter-Platte pipettiert und durch Verwendung eines  
Pyrosequenzierungs-Verfahrens sequenziert (Amplicon Sequencing). 
4. Es erfolgte die Datenverarbeitung und –auswertung. Zur Analyse der Daten wird die  





Für die Isolierung von Leukozyten wurde die gesamte Blutprobe (7-10 ml) in ein 50 ml 
Reaktionsgefäß überführt und bis 50 ml mit Erythrozytenlysepuffer [1x] aufgefüllt. Die Probe 
wurde durch gleichmäßiges Schwenken gemischt und anschließend für 10 min auf Eis inkubiert. 
Anschließend wurde diese für 10 min, 400 x g bei 4°C zentrifugiert, wodurch sich die 
Leukozyten als Pellet im Reaktionsgefäß absetzen. Der Überstand wurde abgenommen und 
verworfen. Im Anschluss daran wurde das Pellet mit 25 ml Erythrozytenlysepuffer 
resuspendiert und erneut für 5 min, 400 x g bei 4°C zentrifugiert. Nach Abnahme des 
Überstandes wurde 25 µl PE-Puffer zum Waschen hinzugegeben. Nach der Resuspension 
wurde die Probe erneut 5 min, 400 x g bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde wiederum 
entfernt und das aufgereinigte Leukozytenpellet in 2 ml PE-Puffer gelöst. Nun wurde die 
Anzahl an Leukozyten mithilfe des Z2 Coulter Counter® bestimmt. Für die DNA-Isolierung 







Die DNA-Isolierung erfolgte mithilfe des QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) und dem von 
Qiagen bereitgestellten Protokoll. Dazu wurden die bei der Blutaufarbeitung gewonnen 
Leukozytenpellets verwendet. Zur Prüfung, ob es sich bei gefundenen Mutationen um 
somatische oder hereditäre Mutationen handelte, wurde  zusätzlich DNA aus 
Wangenschleimhaut der Patienten isoliert.  
 
3.3.2.1 DNA-Isolierung aus Leukozytenpellets 
Das durch die Blutaufbereitung generierte Leukozytenpellet wurde je nach Leukozytenzellzahl 
in PBS resuspendiert (1x10⁷ Zellen  400 µl PBS, 2x10⁷ Zellen  800 µl PBS). Anschließend 
wurde 20 µl Proteinase K in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert und 400 µl der Pellet-PBS-
Lösung hinzugegeben. Zusätzlich wurde 200 µl Puffer AL beigemengt und 15 s gevortext. 
Folgend inkubierte das Gemisch 10 min bei 56°C im Heizblock, danach erfolgte eine kurze 
Abzentrifugation, um eine potenzielle Kondensatbildung zu beseitigen. Nach Zugabe von 200 
µl Ethanol (96-100%), einem Pulse-vortex- und Zentrifugationsvorgang wurde der komplette 
Inhalt des 1,5 ml Mikrozentrifugationstubes auf eine QIAamp Mini spin Säule übertragen, ohne 
den Rand zu benetzen. Nach dem Verschluss des Deckels kam es noch einmal zu einer 
Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit (full speed, ̴ 1 min). Im Anschluss erfolgten 
weitere Schritte zur Reinigung der adsorbierten DNA mit unterschiedlichen Puffern (AW1 und 
AW2). Zum Schluss wurde die Probe mit 100 µl AE Puffer eluiert. Die gewonnene DNA wurde 
bei -20°C gelagert.  
 
3.3.2.2 DNA-Isolierung aus Wangenschleimhautabstrichen 
Nach der Wangenschleimhautentnahme auf beiden Innenseiten der Mundhöhle des Patienten 
wurde die DNA aus den gewonnen Schleimhautzellen isoliert. Dazu wurde der Kopf des 
Tupfers abgetrennt und in ein 2 ml Mikrozentrifugationstube gegeben zusammen mit 400 µl 
PBS. Darüber hinaus wurde 20 µl Proteinase K und 400 µl Puffer AL hinzu pipettiert und für 
15 sec pulse-gevortext. Das Mikrozentrifugationstube inkubierte nun bei 56°C 10 min auf dem 
Heizblock und wurde anschließend kurz zentrifugiert. Nach Zugabe von 400 µl Ethanol (96-
100%) wurde das Gemisch erneut gevortext und zentrifugiert. Davon wurden dann 700 µl auf 
eine QIAamp spin Säule transferiert, die sich wiederum in einem neuen 2 ml Sammeltube 
befand. Im Anschluss daran erfolgten die Zentrifugationsschritte zur Reinigung der DNA 




3.3.3 Bestimmung der DNA-Konzentration mittels NanoDrop® 
 
Um die Konzentration und Qualität der Probe zu ermitteln, wurde das Spektralphotometer 
NanoDrop 2000 verwendet. Nach Reinigung des Messpults mit Wasser wurde der Leerwert mit 
1 µl AE-Puffer ermittelt. Anschließend wurde 1-2 µl der Probe auf das Messpult pipettiert. 
Mithilfe von elektromagnetischer Strahlung der Wellenlänge 260 nm wurde nun die DNA-
Menge detektiert. Zusätzlich misst der NanoDrop 2000 zwei Absorptionskoeffizienten 
A260/A280 und A260/A230, welche den Reinheitsgrad der DNA beurteilen. Ziel ist es, bei 
dem ersten Quotienten (A260/A280) Werte um 1,8 sowie beim zweiten Quotienten 
(A260/A230) Werte zwischen 1,8-2,2 zu erzielen. Bei großen Abweichungen von der 
vorgegebenen Norm, könnte eine Verunreinigung der Probe vorliegen. Die Abbildung 6 zeigt 
schematisch eine DNA-Konzentrationsanalyse mittels Nanodrop-2000. 
 
Abbildung 6: Bestimmung einer DNA-Konzentration am NanoDrop® am Beispiel MS-69, Quotient 
(A260/A280) = 1,9; Quotient (A260/A230) = 1,8 
 
 
3.3.4 Whole genome amplification REPLI-g® 
 
Da klinisches Probenmaterial häufig limitiert ist, wurde eine lineare DNA-Präamplifikation 
vorgeschaltet, sodass zur Durchführung der nachfolgenden molekularen Analysen (z.B. PCRs) 




wurde das REPLI-g® UltraFast Mini Kit (Qiagen) verwendet und entsprechend der 
Herstellerangaben durchgeführt.  
 
3.3.5 Genauswahl/ Amplikondesign 
 
Die Amplicon Library („Jena 454 Leukämie Panel“; Abb.7) umfasst neben Genen der 
epigenetischen Regulation (z.B. TET2, ASXL1, EZH2, DNMT3A, IDH1/2), wichtige Gene aus 
den Bereichen der Signaltransduktion und Proliferation (z.B. FLT3, JAK2, MPL, CBL), der 
Transkriptionsfaktoren (z.B. RUNX1, TP53, NPM1), des RNA-Splicing-Apparates (z.B. SF3B1, 
SRSF2, U2AF35, ZRSR2) und der Zellteilung (z.B. STAG2). Beim Design der Amplikons 
wurden alle Intron-Exon-Übergangsbereiche (Tab. 12) erfasst, um auch evtl. Splice-
Mutationen zu detektieren (Rinke et al. 2013). 
 
 
Abbildung 7: „Jena 454 Leukämie Panel“: beinhaltet 30 Leukämie-assoziierte Gene, die für 
Signaltransduktionsproteine, Transkriptionsfaktoren, epigenetische Regulatoren sowie 




Tabelle 12: Genauswahl mit jeweiligen Exonen 
Genfunktion Gen Exonauswahl 
Signaltransduktion BRAF 11, 15 
CBL 8, 9 
ETV6 komplett 
FLT3 20 
JAK2 12, 14 
KIT 8, 17 
KRAS 2, 3 
LNK 2 
MPL 10 
NRAS 2, 3 
 CSF3R 14,17 
 NOTCH1 komplett 
 SETBP1 4 
Transkription NPM1 11 
RUNX1 komplett 
TP53 komplett 
WT1 7, 9 
 CALR 9 







RNA Splicing SF3B1 12, 13, 14, 15, 16 
SRSF2 1, 2 
U2AF1 2, 6 
ZRSR2 komplett 





3.3.6 Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) 
 
Unter Verwendung genspezifischer Fusionsprimer wurden 232 PCR-Amplikons mit einer 
Größe von ca. 300-400 bp generiert (Amplicon Library Preparation), davon 197 Amplikons 
mit dem FastStart High Fidelity PCR System dNTPack Kit (Roche) und 35 Amplikons mittels 
GC-rich PCR System, dNTPack Kit (Roche Applied Science). Alle PCRs wurden auf Eis 
vorbereitet und durch Mitführung einer Negativkontrolle auf Kontaminationen kontrolliert.  
 
3.3.6.1 Fast Start PCR Protokoll 
 
PCR-Standardprotokoll: 
Tabelle 13: FastStart High Fidelity PCR System Protokoll 
Reagenzien Volumen pro Reaktion [µl] 
Molecular Biology Grade Water 17.75 
FastStart 10 × Buffer 2.5 
dNTP mix [10 mM] 0.5 
Forward Primer [6,7 µM] 1.5 
Reverse Primer [6,7 µM] 1.5 
FastStart HiFi Polymerase [5 U/µl] 0.25 




Tabelle 14: FastStart High Fidelity PCR Zyklen 
 Zyklen Zeit Temperatur 
Initiale Denaturierung 1 10 min 94°C 
Denaturierung  1 min 94°C 
Annealing 35 1 min 64°C 
Elongation  1 min 72°C 
Finale Elongation 1 10 min 72°C 




3.3.6.2 GC-rich PCR Protokoll 
 
PCR-Standardprotokoll: 
Tabelle 15: GC-rich PCR System Protokoll 
MasterMix Nr. 1 
 0,5 M Resolution Solution 1 M Resolution Solution 
Reagenzien Volumen pro Reaktion [µl] Volumen pro Reaktion [µl] 
Molecular Biology Grade Water 9.5 7 
Resolution Solution [5 M] 2.5 5 
dNTP [10 mM] 0.5 0,5 
Forward Primer [10 µM] 1.5 1,5 
Reverse Primer [10 µM] 1.5 1,5 
DNA REPLI-g® 2 2 
Total 17,5  17,5  
MasterMix Nr. 2 
Reagenzien Volumen pro Reaktion [µl] Volumen pro Reaktion [µl] 
Molecular Biology Grade Water 2 2 
5x reaction buffer with DMSO 5 5 
Enzym Mix 0,5 0,5 
Total 7,5 7,5 
 
PCR-Programm: 
Tabelle 16: GC-rich PCR Zyklen 
 Zyklen Zeit Temperatur 
Initiale Denaturierung 1 10 min 94°C 
Denaturierung  1 min 94°C 
Annealing 45 1 min 60°C 
Elongation  1 min 72°C 
Finale Elongation 1 10 min 72°C 








Im Anschluss an die Polymerase-Kettenreaktionen wurde die Größe der entstandenen Produkte 
durch Vergleich mit DNA-Strängen bekannter Größe (sog. DNA-Standard) bestimmt. Für die 
Herstellung von 3%-igen 96-Well-Gelen wurde 4,5 g Agarose durch kurzes Aufkochen in 150 
ml TAE-Puffer [1x] gelöst und anschließend unter stetigem Schwenken auf ca. 60°C abgekühlt. 
Nach der Hinzugabe von 0.5 μg/ml Ethidiumbromid wurde das Gel in die vorgesehene 
Apparatur gegossen, mit einem 96-Well-Kamm versehen und für ca. 20 min bei 
Raumtemperatur abgekühlt. Das ausgehärtete Gel konnte dann in die Gelkammer gelegt werden. 
Diese wurde zusätzlich mit ausreichend TAE-Puffer [1x], der als Laufpuffer fungiert, befüllt. 
Vom PCR Produkt wurde 3 µl mit 5 µl Ladepuffer [5x] gemixt und in die vorgesehenen 
Geltaschen pipettiert. Als Größenkontrolle wurde ein 100 bp großer DNA-Längenstandard 
(Invitrogen) in die seitlichen Taschen gegeben. Zur Auftrennung wurde für ca. 15 min eine 
Spannung von 120 V angelegt, sodass die negativ geladene DNA durch das Gel hindurch zum 
Pluspol wanderte. Die DNA-Banden wurden dann durch den Gebrauch des Gel IX Imager 
(Intas) detektiert. Ausschlaggebend für die Visualisierung war Ethidiumbromid, das mit der 
DNA interkaliert und bei einer Fluoreszenz von 590 nm nach UV-Exposition emittiert wurde.  
 
3.3.8 Aufreinigung der Library  
 
Die Abbildung 8 verdeutlicht das Prinzip der Aufreinigung von PCR-Produkten mithilfe 
magnetischer Beads (1) (Agencourt Ampure XP Kit).  
 
 
Abbildung 8: Prinzip der Aufreinigung (s. Text) (Agencourt® AMPure® XP Protocol) 
 
Diesbezüglich band die DNA an die magnetischen Beads (2), die sich wiederum unter 
Verwendung eines 96-well Magnetständers (3) separieren ließen. Durch nachfolgende 




Salze und weitere Rückstände der vorangegangenen PCR entfernt. Nach abschließender Elution 
(5) mit 15-30 µl TE [1x] je nach Amplikonmenge (siehe Abb. 11) wurden die Amplikons >200 
bp zurückgewonnen und in eine neue Platte transferiert (6).  
 
3.3.9 Quantifizierung  
 
Der Quant-iT PicoGreen Assay (Invitrogen) nutzte einen ultrasensitiv fluoreszierenden 
Nukleinsäure Farbstoff zur Quantifizierung doppelsträngiger DNA (dsDNA). Bei diesem 
Schritt wurde jedes Amplikon separat als 1x109 Moleküle/µl in TE-Puffer [1x] verdünnt. Nach 
der Messung mit dem Tecan infinite F200 bildeten jeweils 10 µl von jedem aufgereinigten und 




Der Amplikon-Pool wurde mit DNA-Capture Beads gemixt (Capture Beads A  Forward 
Read, Capture Bead B  Reverse Read). Idealerweise bindet ein DNA-Molekül an einen Bead. 
Während der Emulsions-PCR wurden Millionen von Wasser-in-Öl-Mikroreaktoren generiert, 
in denen die PCR-Amplikons klonal amplifiziert wurden, sodass 10 Millionen identische 
Kopien entstanden (Abb. 9).  
 
 
Abbildung 9: Prinzip der emPCR und Generierung von DNA tragenden Beads.           
(aus Metzker 2010) 
 
3.3.11 BeadRecovery und Sequenzierung  
 
Zunächst wurden die Capture Beads wiedergewonnen und aufgereinigt. Jene Beads, die keine 
DNA gebunden hatten, wurden eliminiert. Voraussetzung für die nachfolgende Sequenzierung 




Platte pipettiert und durch Verwendung eines Pyrosequenzierungs-Verfahrens sequenziert 




Eine DNA-Polymerase verlängert ausgehend von dem Annealing-Primer den DNA-Strang 
komplementär zum Matrizen-Strang durch die sequentielle Zugabe je einer Art von 
Fluoreszenz-markierten Desoxyribonukleotiden in definierter Reihenfolge. Ist ein Nukleotid 




werden zusammen mit 
Enzym-Beads in die 
Vertiefungen sog. 
Mikroreaktionsgefäße der 
PicoTiter Platte (PTP) 
geladen. Anschließend 
strömen dNTPs über die 
PTP, die durch eine DNA-
Polymerase komplementär 
zum DNA-Template 
eingebaut werden. Dabei 
wird Pyrophospaht (PPi) 
erzeugt, dass über eine 
Enzymkaskade Luziferin in 
Oxyluziferin verwandelt. 
Das daraus resultierende 
Lichtsignal wird über eine 
CCD-Kamera detektiert und 
als Peak in einem Diagramm 
„flowgram“ dargestellt.  




komplementär zur Base im DNA-Template, kommt es zur Freisetzung von Pyrophosphat (PPi), 
das durch die ATP-Sulfurylase in Adenosintriphosphat (ATP) umgewandelt wird. ATP treibt 
dann die Reaktion von Luziferin in Oxyluziferin an. Daraus resultiert ein Lichtsignal, das von 
einer CCD Kamera detektiert wird und dessen Stärke proportional zum verbrauchten ATP ist.  
Die Reihenfolge und Intensität der Lichtsignale wurde als Peaks im sog. „flowgram“ 
dargestellt, wodurch die zugrundeliegende DNA Sequenz ermittelt werden konnte.  
 
Reads bedeutet, wie häufig ein Amplikon während eines Sequenzierungslaufes gelesen wurde. 
Als Coverage wird die Gesamtheit aller reads pro Sequenzierungslauf bezeichnet. Je häufiger 
ein Amplikon gelesen wurde, desto zuverlässiger und besser ist die Qualität der generierten 
Daten. Zur Analyse der Daten wurde die Software Amplicon Variant Analyzer (AVA; Roche) 
und SeqNext (JSI) benutzt. Alle gefundenen Mutationen wurden mit bereits publizierten Daten 
von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP), abrufbar über den Ensembl genome browser 
(www.ensembl.org), verglichen. Um potentielle Konsequenzen der gefundenen Mutationen 
abschätzen zu können, wurden zusätzlich zwei weitere offen zugängliche Browser verwendet. 
Dazu zählt der Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN) sowie das Polymorphism 
Phenotyping v2 (PolyPhen-2) (Rinke et al. 2013).  
 
Zusätzlich wurden alle Mutationen, die in der REPLI-g®-DNA durch NGS detektiert wurden, 
an genomischer und Wangenschleimhaut DNA der Patienten zur Qualitätssicherung und 
Überprüfung des somatischen Ursprungs der Mutation überprüft. Letzteres trifft zu, wenn die 













Die folgenden fünf Abbildungen 11 a-e zeigen beispielhaft an Probe 34374189 die 232 PCR-
Produkte nach erfolgter Gelelektrophorese. Der 100 bp DNA-Längenstandard (Thermo Fisher) 
wurde zur Bestimmung der Amplikon-Größe mitgeführt. Ähnliche Ergebnisse wurden für alle 
weiteren Proben erzielt.  
 
 
    a 









Abbildung 11 (a-e): Agarosegelelektrophorese nach Generierung von 232 Amplikons mittels 
PCR am Bespiel der Probe Nr. 34374189. Mitführung eines 100 bp großen DNA-Längenstandard 
(Thermo Fisher) zur Validierung der Amplikongröße. (a-c) 197 Amplikons mit dem FastStart 
High Fidelity PCR System dNTPack Kit und (d-e) 35 Amplikons mittels GC-rich PCR System, 
dNTPack Kit. Alle PCRs wurden durch Mitführung einer Negativkontrolle (Blank) auf 











4.1.2.1 Coverage aller NGS-Läufe 
 
In der nachfolgenden Grafik (Abb. 12) wurde die gesamte Sequencing Coverage für jeden 
individuellen NGS Lauf (n=30) dargestellt. Für jede Proben-Identifikationsnummer (x-Achse) 
kann die Anzahl aller Amplikon reads (y-Achse), detektiert mittels Roche 454 GS-Junior, 
abgelesen werden. Die mediane Coverage von allen 30 NGS Läufen beträgt 110,068 reads, der 
Mittelwert liegt bei 111,464 reads pro Sequenzierlauf (Spannbreite 68,051 bis 154,061 reads).  
 
 
Abbildung 12: Sequencing Coverage für alle n=30 Patientenproben 
 
Die Tabelle 17 zeigt einen Median von 407 reads pro Amplikon (Spannbreite 250-581 reads). 
Jedes Amplikon wurde im Mittel 451,7-mal pro Sequenzierlauf vom Roche 454 Junior Gerät 
































































































































































































































































Tabelle 17: Median und Mittelwerte der reads von allen n=30 NGS 
 
 
Das Sensitivitätsminimum mit der eine Mutation detektiert werden kann, basiert auf der 
medianen Amplikon Coverage (407 reads, n=30 Proben) und ein definiertes Limit von 




 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 pro Amplikon (Median)
∙ Minimum 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 
Sensitivitätslevel =  
100%
407
∙ 25 = 6,1 % 
Mit einem cut-off von 25 reads pro Amplikon zur Detektion einer echten Mutation und einer 




4.1.2.2 JAK2 V617F Sensitivitätskontrollen 
 
Der nachfolgenden Tabelle 18 ist der Median und Mittelwert der reads von allen acht JAK2 
V617F Sensitivitätskontrollen zu entnehmen. Insgesamt ergibt sich ein Median von 499,5 reads 
sowie ein Mittelwert von 578,9 reads.  
 
Tabelle 18: Median und Mittelwert Coverage der 8 JAK2 V617F Sensitivitätskontrollen von 
allen 30 NGS 
Probe Median reads (n=30) Mittelwert reads (n=30) 
JAK2_0,1% 540 634,4 
JAK2_0,5% 500,5 574,1 
JAK2_1% 471,5 506,1 
JAK2_5% 489,5 621,1 
JAK2_10% 679,5 723,1 
JAK2_20% 498,5 494,6 
JAK2_50% 438 481,2 
JAK2_100% 592 596,4 







4.2.1 Somatische Mutationen  
 
Insgesamt wurden in 8 von 10 MDS-Patienten sowie in 5 von 5 CMML-Patienten somatische 
Mutationen detektiert. Des Weiteren wiesen 7 von 15 Patienten ≥ 2 genetische Mutationen auf, 
davon drei Patienten >2, weitere drei Patienten >3 und sogar ein Patient >6 Genmutationen 
gleichzeitig. Diese wurden alle an genomischer DNA (gDNA), isoliert aus Leukozyten und 
Wangenschleimhaut validiert, um den somatischen Ursprung der Mutationen zu beweisen und 
Artefakte auszuschließen.  
 
Mutationen in den 30 DNA-Proben  
In den 30 Patientenproben wurden insgesamt 47 Mutationen mittels NGS identifiziert. Auffällig 




(n=4), ASXL1 (n=3) und IDH2 (n=2) betroffen waren. Zusätzlich wurden Mutationen in drei 
Genen im Rahmen der Transkription (Σ=10) RUNX1 (n=8), ETV6 (n=1), TP53 (n=1) sowie in 
zwei Spliceosom-Komponenten (Σ=8) ZRSR2 (n=2), SRSF2 (n=6) und einem Gen der 
Signaltransduktion KRAS (n=4) nachgewiesen.  
 
Mutationen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 
Bei den 15 Patientenproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wurden insgesamt 24 Mutationen 
nachgewiesen, 13 in der MDS- und 11 in der CMML-Kohorte. Dabei handelt es sich bei der 
MDS-Kohorte um Veränderungen in TET2 (n=2), RUNX1(n=2), EZH2 (n=2), ASXL1, TP53, 
DNMT3A, IDH2, KRAS, ZRSR2 und SRSF2 Genen sowie bei der CMML-Kohorte um TET2 
(n=3), RUNX1(n=2), SRSF2 (n=2), KRAS (n=1), EZH2, ASXL1 und DNMT3A Genen.  
 
Mutationen zum Zeitpunkt des besten Therapieansprechens unter Vidaza® 
Zytomorphologisch konnte bei allen Patienten zum Zeitpunkt der Verlaufskontrolle eine 
Blastenreduktion im Vergleich zur Erstdiagnose festgestellt werden. Zum Zeitpunkt des besten 
Ansprechens der Patienten unter Azacitidin-Therapie wurden insgesamt 23 Mutationen 
gefunden, 11 in der MDS- und 12 in der CMML-Kohorte. Zu den detektierten Genmutationen 
in der MDS-Kohorte zählten TET2 (n=2), RUNX1(n=2), EZH2 (n=2), DNMT3A, IDH2, KRAS, 
ZRSR2 und SRSF2 und in der CMML-Kohorte TET2 (n=3), RUNX1(n=2), SRSF2 (n=2), KRAS, 
EZH2, ASXL, ETV6 und DNMT3A. .  
 
In den nachfolgenden Tabellen sind zunächst die gefundenen somatischen Mutationen der 
jeweiligen Patientenprobe der MDS- (Tab. 19) sowie der CMML-Kohorte (Tab. 20) einzeln 
aufgelistet. Für jedes Gen ist die DNA- und Proteinvariation genannt, die z.T. publizierten 
Daten des Ensembl genome browser und die Einschätzung der Protein Variation Effect 
Analyzer (PROVEAN) sowie das Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) bezüglich der 
funktionellen Bedeutung der detektierten Veränderung. In den letzten 3 Spalten sind jeweils die 
Mutationsanteile (in %) in der REPLI-g®, genomischen und der Wangenschleimhaut-DNA 






4.2.1.1 Somatische Mutationen bei der MDS-Patientenkohorte 
Tabelle 19: Zusammenfassung der detektierten Mutationen in den Proben (n=20) der MDS-Kohorte 










































































































































































































































































































































































































































































33403660 EZH2 c.73C>T p.R25X Somatische 
Mutation 
(COSM53003) 













RUNX1 c.959_960insAAGGTAC p.M320Ifs*255 ∅   42.54 40.85 0.00 
REPLI-g®= REPLI-g® DNA , whole genome amplificated DNA, gDNA=genomische DNA, WS= DNA isoliert aus der Wangenschleimhaut, ∅= nicht bezeichnet 
 
 
4.2.1.2 Somatische Mutationen bei der CMML-Patientenkohorte  
Tabelle 20: Zusammenfassung der detektierten Mutationen in den Proben (n=10) der CMML-Kohorte 






























































































































































































































































































EZH2 c.48delG p.K17Sfs*3 ∅   94.14 100.00 0.00 
RUNX1 c.784_785delGG p.G262Ifs*310 ∅   35.26 40.48 3.45 
RUNX1 c.785delG p.G262Dfs*22 ∅   51.28 53.57 7.52 


































ETV6 c.476delA p.Q159Rfs*50 ∅   8.44 6.54 0.00 
EZH2 c.48delG p.K17Sfs*3 ∅   87.99 100.00 0.00 
RUNX1 c.784_785delGG p.G262Ifs*310 ∅   41.15 40.03 3.45 






   
   



























































































































































































4.2.1.3 Mutationskinetik unter Azacitidin-Therapie 
 
Zur Untersuchung der Mutationskinetik im Verlauf wurden zu jedem Patienten die jeweils 
zusammengehörigen Probenpaare vom Zeitpunkt der Erstdiagnose und vom Zeitpunkt des 
besten Ansprechens unter der epigenetischen Therapie mit Azacitidin zugeordnet. Durch die 
Gegenüberstellung beider Proben war die Beurteilung der Mutationskinetik im Verlauf unter 
Azacitidin für jede detektierte somatische Genmutation möglich. Insgesamt konnten 27 
Mutationsverläufe genauer betrachtet werden, 14 in der MDS- und 13 in der CMML-Kohorte. 
Es konnte gezeigt werden, dass die quantitative Mutationsrate im Verlauf unter Azacitidin im 
Vergleich zur Erstdiagnose in 19/27 Mutationsverläufen (70%) und 5 Patienten konstant 
geblieben ist, in 5/27 Mutationsverläufen (19%) und 5 Patienten abgenommen hat und in 3/27 
Mutationsverläufen (11%) und 3 Patienten zugenommen hat. Um von einer Zu- oder Abnahme 
der Mutationsrate und somit Veränderung der Mutationskinetik zu sprechen, wurde ein cut-off 
von 25% festgelegt, was bedeutet, dass sich die Werte zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und zum 
Zeitpunkt der Verlaufsprobe um ≥ 25% unterscheiden mussten. Eine Veränderung der 
Mutationskinetik um < 25% wurde als konstant definiert.  
 
Zu den 19 Genen, die eine konstante Mutationskinetik im Verlauf unter Azacitidin aufwiesen, 
zählten TET2 (n=5; 26%), RUNX1 (n=4; 21%), EZH2 (n=3; 16%), SRSF2 (n=2; 11%), 
DNMT3A (n=2; 11%), IDH2 (n=1; 5%), ASXL1 (n=1; 5%) und ZRSR2 (n=1; 5%) (Abb. 13).  
 
Abbildung 13: Grafische Darstellung der Gene mit einer konstanten Mutationskinetik unter 
Vidaza®-Therapie: TET2 (n=5; 26%), RUNX1 (n=4; 21%), EZH2 (n=3; 16%), SRSF2 (n=2; 11%), 













Hierbei ist wiederum auffällig, dass vor allem Gene, die als epigenetische Regulatoren 
fungieren, betroffen waren. Fast alle Patienten mit mindestens einer TET2-Mutation erreichten 
die klonale Stabilisierung.  
 
In fünf Mutationsverläufen wurde zum Zeitpunkt der Erstdiagnose in den Genen TP53 (n=1), 
ASXL1 (n=1), SRSF2 (n=1) und KRAS (n=2) somatische Mutationen detektiert, die im Verlauf 
unter Therapie mit Vidaza® eine reduzierte Mutationsrate aufwiesen. Bei den Genen TP53, 
ASXL1 und KRAS konnten die Mutationen in der Verlaufsprobe nicht mehr nachgewiesen 
werden. Eine Zunahme der Mutationslast wurde in drei Mutationsverläufen verzeichnet und in 
den Genen KRAS (n=2) und ETV6 (n=1) detektiert.  
 
Tabelle 21 und 22 fassen die wichtigsten Informationen aus Tabelle 19 und 20 zusammen. Für 
jeden Patienten der MDS- sowie CMML-Kohorte werden die detektierten Genmutationen im 
Verlauf unter Therpieverlauf mit der hypomethylierenden Substanz verglichen. Somit ist auf 
einem Blick die Mutationslast des Klons zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt 
des besten therapeutischen Ansprechens dargestellt. Daraus ergibt sich dann die 



















Tabelle 21: Vergleich der Genmutationslast zum Zeitpunkt der Erstdiagnose vs. Zeitpunkt des 
besten therapeutischen Ansprechens bei der MDS-Kohorte 
Patient  Gen   Mutationen  Mutationen  Veränderung  
     Erstdiagnose  Verlaufsprobe  in % 
     10-167 11-610   
1 TET2  36.4% 35.1%  -3.6% 
           
     33026681 33433770   
2 TP53   41.8%  -   -100.0% 
           
     33433638 33596022   
  DNMT3A  35.8% 37%  +3.2% 
3          
  IDH2    39.8% 34.8%  -12.6% 
           
     33697558 34153263   
4 ASXL1   39.1%  -   -100.0% 
           
     33703452 34098283   
  TET2  85.3% 65.2%  -23.6% 
5          
  ZRSR2  92.5% 78.9%  -14.7% 
           
     33917287 13075164   
6 KRAS  15.4%  -   -100.0% 
           
     33379468 33880449   
  KRAS    -  13.4%  +100.0% 
           
7 RUNX1    37.9% 48.8%  +22.3% 
           
  SRSF2   51.7% 51.5%  -0.4% 
           
     33239338 33403660   
  EZH2   45.5% 44.1%  -3.1% 
           
8 EZH2   44% 45.1%  +2.4% 
           
  RUNX1  39.9% 40.9%  +2.4% 







4.2.1.3.2  CMML-Kohorte 
Tabelle 22: Vergleich der Genmutationslast zum Zeitpunkt der Erstdiagnose vs. Zeitpunkt des 
besten therapeutischen Ansprechens bei der CMML-Kohorte 
Patient  Gen  Mutationen  Mutationen  Veränderung  
    Erstdiagnose Verlaufsprobe in % 
    13060670 34191665   
11 KRAS  -  10.6%  +100.0% 
          
    13074281 34535644   
12 KRAS   20.9%  -   -100.0% 
          
    33935230 34374189   
  ASXL1 43.6% 44.5%  +2.0% 
          
  DNMT3A 47.5% 44.9%  -5.5% 
          
  ETV6    -  6.5%  +100.0% 
13         
  EZH2 100% 100% 0% 
          
  RUNX1 40.5% 40%  -1.2% 
          
  RUNX1 53.6% 54.9%  +2.4% 
          
    34236542 34554713   
  SRSF2 49.4% 35.2%  -28.7% 
 14         
 TET2  86.3% 72.4%  -16.1% 
          
    34266380 34478735   
  SRSF2  51.7% 59.5%  +13.1% 
15         
  TET2 46.5% 53.2%  +12.6% 
  
  












Mutationskinetik im Verlauf unter Vidaza®-Therapie  
a MDS-Patientenkohorte (Patienten 1-8) 
 
 
b CMML-Patientenkohorte (Patienten 11-15) 
 
Abbildung 14 (a-b): Grafische Darstellung der Mutationsanteile (%) für jedes einzelne Gen (27) 
zu zwei verschiedenen Zeitpunkten für die MDS-Kohorte (a) und für die CMML-Kohorte (b). 
Auf dem ersten Blick bleibt in beiden Kohorten die Tendenz der Mutationskinetik im 
Therapieverlauf unter Azacitidin gleich. Konkret wurde eine konstante Mutationslast in 19/27 
Mutationsverläufen (70%) verzeichnet, eine Abnahme bei 5/27 (19%) und eine Zunahme bei 3/27 
(11%). t1= Mutation zum Zeitpunkt der Erstdiagnose; t2= Mutation zum Zeitpunkt des besten 




4.2.2 Einzelnukleotid-Polymorphismen mit möglicherweise pathogener Bedeutung 
Dabei handelte es sich um Variationen, die sowohl in der REPLI-g®, genomischen und der Wangenschleimhaut DNA detektiert wurden. Diese Genveränderungen 
sind nicht nur auf die Zellen des hämatopoetischen Kompartiments beschränkt und können zudem an die nachfolgende Generation weitervererbt werden. Diese 
Polymorphismen, dargestellt in Tabelle 23 wurden im Rahmen der Doktorarbeit von weiteren Analysen ausgeschlossen.  





























































12-325         44,21 48,76 49,68 
13060670 ASXL1 c.2124delG p.M708Ifs*12 ∅     47,95 44,2 40,01 
34191665             52,74 46,84 40,01 
13060670 SETBP1 c.2608G>A p.G870S Somatische Mutation schädlich schädlich 45,09 46,83 37,1 
34191665       (COSM1234973),     42,51 41,89 37,1 
        SNP (rs267607040)           
13060670 SRSF2 c.284C>A p.P95H Somatische Mutation schädlich schädlich 53,02 47,03 43,73 
34191665       (COSM211505,     43,71 44 43,73 
        
COSM211504, 





















        SNP (rs121913237)           
REPLI-g®= REPLI-g® DNA oder auch whole genome amplificated DNA, gDNA=genomische DNA, WS= DNA isoliert aus der Wangenschleimhaut, ∅= nicht 
bezeichnet 
 
4.2.3 Bekannte Einzelnukleotid-Polymorphismen ohne pathologische Bedeutung 




4.3 Klinische Fälle 
Die gewonnenen molekulargenetischen Daten wurden beispielhaft an drei ausgewählten 
Patienten in Zusammenschau mit klinischen Parametern und den jeweiligen 
zytomorphologischen Befunden korreliert und analysiert. 
 
4.3.1 Klinischer Fall Nr. 1 (Patient #2) 
 
Die Patientin erhielt zur Abklärung einer Bizytopenie und der Verdachtdiagnose MDS am 
10.01.2013 eine Beckenkammpunktion (BKP). Zytogenetisch fand sich ein komplex aberranter 
Karyotyp mit u.a. Hyperdiploidie und Trisomie 11. Der Befund der BKP vom 10.01.2013 (Abb. 
15) ergab zytologisch ein hypo-, z.T. auch normozelluläres Knochenmark. Es zeigten sich 
Dysplasiezeichen in allen drei Zellreihen. Der Blastenanteil, bezogen auf die kernhaltigen 
Zellen betrug knapp über 20%. Vereinbar war dieses Bild mit dem Übergang eines 
Myelodysplastischen Syndroms (MDS) vom Subtyp einer refraktären Anämie mit 
Blastenexzess (RAEB II nach WHO) zur sekundären akuten myeloischen Leukämie (sAML). 
 
 
Abbildung 15: Knochenmarkzytologie vom 10.01.2013; Reg-Nr.:37/13; 630-fache Vergrößerung 
 
Mittels IPSS-R-Score wurde ein Punktewert von 6,5 ermittelt. Dies führte dazu, dass die 
Patientin in die Hochrisikogruppe eingestuft wurde und unverzüglich die Einleitung einer 




aufeinanderfolgenden Tagen im 28-Tage-Zyklus erfolgte. Nach sieben Therapiekursen wurde 
am 08.08.2013 eine weitere BKP (Abb. 16) zur Verlaufskontrolle durchgeführt. Zytologisch 
und histologisch zeigte sich eine deutliche Befundverbesserung mit Blastenreduktion. Der 
nicht-erythroide Blastenanteil hatte sich auf 2% reduziert. 
 
 
Abbildung 16: Knochenmarkzytologie vom 08.08.2013; Reg-Nr.:646/13; 630-fache 
Vergrößerung 
 
Die molekulargenetische Untersuchung ergab zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (Probe 
33056681 vom 10.01.2013) eine Mutation im TP53-Gen (c.818G>A, p.R273H) mit einer 
Mutationsrate (variant allele fraction) von 42%. Diese Mutation war im Verlauf unter 
Azacitidin-Therapie zum Zeitpunkt des besten Ansprechens (Probe 33433770 vom 08.08.2013) 
nicht mehr nachweisbar. Bei der Analyse von Wangenschleimhaut-DNA der Patientin konnte 
keine Mutation detektiert werden, sodass es sich demnach um eine somatische Mutation 
handelte. Zusammenfassend sprach die Patientin hämatologisch und klinisch auf die Therapie 
mit Azacitidin gut an, sodass ein Rückgang des aberranten Zellklons verzeichnet werden konnte 







4.3.2 Klinischer Fall Nr. 2 (Patient #8) 
 
Bei einem 64-jährigen Patienten wurde aufgrund einer zunehmenden Leukozytose und 
Thrombozytopenie bei Verdacht auf ein Myelodysplastisches Syndrom eine BKP veranlasst. 
Zytogenetisch zeigte sich ein unauffälliger Karyotyp (46, XY). In der BKP vom 22.04.2013 
(Abb. 17) zeichnete sich insgesamt ein proliferatives und dysplastisches Gesamtbild ab. 
Konkret fanden sich ein hyperzelluläres Knochenmark, eine gestörte Reifung der 
Granulopoese, eine dysplastische Megakaryopoese (Mikrokaryozyten) sowie ein erhöhter 
nicht-erythroider Blastenanteil von 8%. Diese Befunde sprachen für ein MDS vom Typ einer 
RAEB I gemäß WHO.  
 
 
Abbildung 17: Knochenmarkzytologie mit Blasten und mittleren Reifungsstufen vom 
22.04.2013;Reg-Nr.:339/13; 630-fache Vergrößerung 
 
Nach IPSS-R-Score war von einem MDS mit hohem Risiko auszugehen, sodass am 06.05.2013 
eine systemische Therapie mit Azacitidin eingeleitet wurde. Nach drei Zyklen Vidaza erfolgte 
am 14.08.2013 eine Kontrolluntersuchung des Knochenmarks (Abb. 18). Diese zeigte ein 
überwiegend hyperzelluläres Knochenmark mit Dysplasiezeichen in allen drei Zellreihen. Der 
nicht-erythroide Blastenanteil betug 1%. Zytomorphologisch wurde eine Blastenreduktion <5% 





Abbildung 18: Knochenmarkzytologie vom 14.08.2013; Reg.Nr. 666/13; 630-fache 
Vergrößerung 
 
Die molekulargenetische Analyse zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (Probe 33239338 vom 
22.04.2013) erbrachte den Nachweis von drei Mutationen in zwei unterschiedlichen Genen. 
Dabei handelte es sich um zwei Mutationen im EZH2-Gen (c.73C>T, p.R25X und c.1976G>C, 
p.R659T) sowie eine Mutation im RUNX1-Gen (c.959_960insAAGGTAC, p.M320Ifs*255). 
Diese Mutationen konnten alle im Verlauf unter Azacitidin-Therapie zum Zeitpunkt des besten 
Ansprechens (Probe 33403660 vom 14.08.2013) weiter nachgewiesen werden. Die 
Mutationskinetik war bei diesem Patienten nahezu konstant geblieben. Bei der Analyse von 
Wangenschleimhaut-DNA des Patienten zeigten sich keine Mutationen, sodass es sich bei allen 










4.3.3 Klinischer Fall Nr. 3 (Patient #11) 
 
Eine 54-jährige Patientin stellte sich aufgrund von unklaren Blutbildveränderungen, 
diagnostiziert bei einer Routine-Untersuchung durch den Hausarzt, im Februar 2014 erstmals 
in der Abteilung für Hämatologie und Internistische Onkologie im Universitätsklinikum Jena 
vor. Unter dem Verdacht einer hämatologischen Systemerkrankung wurde zur weiterführenden 
Diagnostik am 19.02.2014 eine BKP durchgeführt (Abb. 19). Die zytogenetische Analyse 
ergab den Nachweis einer 7q31- Deletion bzw. einer Monosomie 7. Zytologisch dominierte ein 
stark hyperzelluläres Knochenmark mit wenig ausreifender, deutlich gesteigerter dysplastischer 
Granulopoese. Es bestand eine fokale Eosinophilie. Des Weiteren waren alle anderen Zellreihen 
ebenfalls pathologisch verändert (trilineäre Dysplasie). Der Blastengehalt wurde histologisch 
mit 17% (Spannbreite 7-19%) angegeben. In Korrelation mit der Monozytose des peripheren 
Blutes sowie dem Blastenanteil im Knochenmark konnte die Diagnose einer chronischen 
myelomonozytäre Leukämie (CMML-2 nach WHO Klassifikation 2008, proliferativer Typ) 
gestellt werden.  
 
 
Abbildung 19: Knochenmarkzytologie (mit Eosinophilie) vom 19.02.2014; Reg.Nr. 136/14; 630-
fache Vergrößerung 
 
Die Risikoabschätzung nach dem IPSS-R Score lag bei 6 und ergab damit die Zuordnung zur 
Hochrisikogruppe, sodass gemäß der bestehenden Indikation eine Differenzierungstherapie mit 




Überprüfung des Therapieerfolges eine weitere BKP am 30.09.2014. In der 
Knochenmarksdiagnostik (Abb. 20) zeigte sich ein hyperzelluläres Knochenmark mit 
hochgradigen dysplastischen Ausreifungsstörungen in allen drei Zellbildungsreihen. Der 
Blastenanteil lag bei 12%. (Spannbreite 9-15%). Neben den weiterhin bestehenden 
proliferativen und dysplastischen Komponenten veränderte sich die Blastenzahl im Vergleich 
zu Therapiebeginn nur geringfügig.  
 
Abbildung 20: Knochenmarkzytologie vom 30.09.2014; Reg.Nr. 801/14; 400-fache Vergrößerung 
Mithilfe der molekulargenetischen Untersuchung konnten in beiden Proben (Probe 13060670 
vom 19.02.2014 und Probe 34191665 vom 30.09.2014) drei bereits bekannte Keimbahn-
Variationen im ASXL1-Gen (c.2124delG, p.M708Ifs*12), SETBP1-Gen (c.2608G>A, p.G870S) 
und SRSF2-Gen (c.284C>A, p.P95H) sowohl in der genomischen also auch in der 
Wangenschleimhaut-DNA bestätigt werden. Zum Zeitpunkt der Verlaufsprobe 34191665 
wurde eine Veränderung im KRAS- Gen (c.173C>T, p.T58I) mit einer Mutationsrate von 11% 
beschrieben. Diese Mutation hat sich erst im Verlauf der Therapie entwickelt und war zum 
Zeitpunkt der Erstdiagnose noch nicht nachweisbar. Bei der Analyse von Wangenschleimhaut-
DNA der Patientin zeigte sich keine Veränderung, sodass es sich bei der KRAS-Mutation um 




5 Diskussion  
 
Die Methode des NGS gilt als Meilenstein zur Verbesserung der genetischen Charakterisierung 
hämatologischer Neoplasien und ermöglicht einen detaillierten Einblick in die Heterogenität 
der Erkrankungen. Durch zahlreiche Studien hat sich das Spektrum bekannter Mutationen in 
den letzten Jahren beträchtlich erweitert. Allerdings werden keine Aberrationen als MDS, 
MPN, MDS/MPN oder AML spezifisch beschrieben (Cazzola et al. 2013), sondern es besteht 
eine große Anzahl an Überschneidungen in diesem Erkrankungsspektrum. Bei dem heutigen 
Stand der Technik ist der Gebrauch von sogenannten Gen-Panels zur Sequenzierung z.B. 
bestehend aus 20-40 Zielgenen für den Anwender eine ausgezeichnete Analysemethode. Daher 
wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit ein Gen-Panel bestehend aus den 30 häufigsten 
Leukämie-assoziierten Genen verwendet. Diese 30 Gene wurden nach sorgfältiger 
Literaturrecherche aufgrund ihrer Häufigkeit für Mutationen in myeloischen Neoplasien 
ausgewählt (Rinke et al. 2013). Die Methode erlaubt es, den Gen-Assay beliebig zu erweitern 
um andere, z.B. in der Literatur neu beschriebene MDS/CMML assoziierte Gene. Alternativ 
setzt sich das Verfahren der Exomsequenzierung (Whole Exome Sequencing) und 
Genomsequenzierung (Whole Genome Sequencing) mehr und mehr durch.  
 
Es ist zu beachten, dass das Probenmaterial der Patienten immer limitiert ist, sodass es in dieser 
Arbeit nicht primär um die Neudetektion von Genmutationen ging, sondern darum, die 
gefundenen Mutationen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose unter Therapie mit Azacitidin weiter 
zu verfolgen, um anschließend eine Aussage zur Mutationskinetik zu erhalten. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde daher der Fokus auf die am häufigsten beschriebenen Gene gelegt. 
 
Spezifische Variationen des hämatopoetischen Systems sollten nur in der gDNA präsent sein. 
Zum Teil allerdings bestand eine Diskrepanz zwischen Mutationsfrequenz der Leukozyten- und 
Wangenschleimhaut-DNA. Ursächlich für den Nachweis einer minimalen 
Mutationsrate/Kontamination in der Wangenschleimhaut-Probe könnte eine kleine Verletzung, 
ausgelöst durch den Tupfer in der Mundhöhle sein. Auch Speichelanteile, die Leukozyten 
enthalten, können das Ergebnis der Probe verfälschen. Quelle der DNA können alle kernhaltige 
Zellen sein, sodass unterschiedliche Faktoren zu einer Kontamination der isolierten Probe 
führen können. Manche Forscher kritisieren daher die Verwendung von Wangenschleimhaut 




Untersuchung von Wangenschleimhaut DNA allerdings ausreichend, da durch die quantitative 
NGS-Analyse eine klare Aussage möglich war. 
 
Das Screening der häufigsten leukämie-assoziierten Gene identifizierte multiple somatische 
Mutationen v.a. in TET2-, EZH2-, DNMT3A-, ASXL1- und IDH2-Genen, die zur Heterogenität 
des Krankheitsphänotyps beitragen. Die Ergebnisse zur Prävalenz von Genmutationen bei der 
jeweiligen Erkrankung MDS bzw. CMML deckten sich mit den Literaturangaben (Mason et al. 
2015, Kulasekararaj et al. 2013). Einige der detektierten Gene wurden bereits weiterführend 
untersucht, um genauere prognostische Einstufungen vornehmen zu können (Bejar et al. 2011). 
Eine ungünstige Prognose konnte bei Mutationen im ASXL1-Gen aufgrund einer 
Blastenvermehrung, einem hohen AML-Risiko und einem kurzen Gesamtüberleben 
nachgewiesen werden (Thol et al. 2011). Ebenfalls als prognostisch ungünstig wurden 
Mutationen im RUNX1- und EZH2-Gen beschrieben (Ernst et al. 2010) sowie im 
Tumorsuppressorgen TP53. Jenes ist häufig bei Patienten mit komplexem Karyotyp oder 
isolierter 5q-Deletion vorzufinden (Jadersten et al. 2011). Auch die Patientin #2 aus der MDS-
Kohorte, bei der eine somatische Mutation im TP53 Gen (c.818G>A; p.R273H) zum Zeitpunkt 
der Erstdiagnose detektiert wurde, besaß einen komplex-aberranten Karyotyp. Der Nachweis 
von Mutationen im DNMT3A-Gen ist mit einer raschen Progression von einem MDS in eine 
sAML assoziiert (Walter et al. 2011). Bei TET2 Mutationen ist bisher kein klarer prognostischer 
Einfluss beschrieben (Smith et al. 2010).  
 
Die Durchführung eines molekularen Screening unter Einbezug von unterschiedlichen 
Mutationen könnte künftig eine große Rolle bei diagnostischer Unklarheit und Verdacht auf 
eine hämatologische Erkrankung spielen. Zur molekularen Diagnostik wurde in der Literatur 
für MDS-Patienten beispielsweise das diagnostische und prognostisch relevante Genpanel von 
Bejar et al beschrieben. Dieses besteht aus insgesamt fünf Genen (ASXL1, EZH2, ETV6, 
RUNX1, TP53). Für CMML-Patienten wurde ein Genpanel aus vier Genen (ASXL1, SRSF2, 
CBL, IDH2) beschrieben (Itzykson et al. 2013b).  
 
Durch die nachfolgende Betrachtung der Mutationskinetik konnte gezeigt werden, dass ein 
klinisch gutes Ansprechen auf die epigenetische Therapie mit Azacitidin bei Patienten mit MDS 
und CMML in der Mehrzahl mit einer klonalen Stabilisierung assoziiert war. Ein klinisch gutes 
Ansprechen auf hypomethylierende Medikamente ist mit einer Re-expression von 




zeigt, dass hypomethylierende Medikamente epigenetische Veränderungen, welche zum 
Krankheitsphänotyp beitragen, unterdrücken können (Aucagne et al. 2011) und darüber hinaus 
die Konkurrenzfähigkeit, der am meisten mutierten Zellen im Progenitor- und 
Stammzellkompartiment verringern können (Itzykson et al. 2013b, Itzykson und Solary 2013), 
allerdings keine Reduktion der mutierten Allel-Belastung bewirken können.  
 
Bei den drei somatischen Mutationen in den Genen TP53 (c.818G>A, p.R273H), ASXL1 
(c.2449_2450insA, p.T817Nfs*11), KRAS (c.35G>T, p.G12V) und KRAS (c.38G>A, p.G13D), 
bei denen eine komplette Abnahme der Mutationskinetik im Therapieverlauf aufgezeichnet 
werden konnte, ist es gelungen den Klon mit Wachstumsvorteil zu eliminieren und die 
Hämatopoese zu normalisieren.  
 
Warum bei drei Klonen eine Zunahme der Mutationskinetik unter der Therapie registriert wurde, 
könnte mit einer Zellselektion unter Azacitidin-Therapie zusammenhängen. Das bedeutet, dass 
sich die Klone mit Mutation vermutlich unter der Therapie weiter vermehren und dadurch der 
Mutationsanteil weiter zunimmt. Ein oder mehrere Klone überleben die initiale Therapie mit 
Azacitidin und akkumulieren weitere Mutationen. Es selektieren sich Subklone mit 
Überlebensvorteil, proliferieren und können sogar potentiell einen Rückfall und somit eine 
Transformation zur AML auslösen (Merlevede et al. 2016). Auch kann der Klon unter Therapie 
neue Mutationen erwerben und sich zum verursachenden Klon entwickeln (Ding et al. 2012). 
 
Eine aktuelle Studie, fokussiert auf CMML Patienten, publizierte im Februar 2016 ähnliche 
Beobachtungen, die wiederum die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit validieren. Bei Patienten, 
die klinisch gut auf die epigenetische Therapie mit Azacitidin ansprechen, konnte eine 
balancierte Hämatopoese wiederhergestellt werden, ohne dass die Anzahl an mutierten Klonen 
sank. Die Mutationslast blieb unter der Therapie mit der hypomethylierenden Substanz somit 
konstant. Das Auftreten neuer genetischer Ereignisse, die zur Evolution des leukämischen 
Klons und somit zur Transformation führten, kann nicht verhindert werden (Merlevede et al. 
2016). Darüber hinaus konnte in der Studie von Merlevede et al. gezeigt werden, dass eine 
verlängerte Verabreichung von hypomethylierenden Medikamenten keinen Nutzen für CMML-
Patienten hat, wenn eine hämatologische Verbesserung nicht nach einigen Therapiezyklen 
beobachtet wurde. Dies hängt laut der Studie mit spezifischen Mustern epigenetischer 




durch die Suppression von Nukleosid-Transportern und metabolischer Enzyme (Navada et al. 
2014, Treppendahl et al. 2014). 
 
Seit einigen Jahren werden neue Stufenmodelle der Krebspathogenese diskutiert. Forscher 
gehen davon aus, dass multiple dynamische Prozesse, viele Jahre vor klinischer Manifestation 
einer hämatologischen Erkrankung ablaufen und eine Assoziation zwischen rekurrenten 
somatischen Genmutationen und der Krebsinzidenz bestehen. Der mehrstufige 
Mutationsprozess führt durch eine sogenannte early initiation mutation zur klonalen Expansion 
der hämatologischen Stammzelle. Wenn im Laufe der Jahre eine zusätzliche cooperating 
mutaion im selben Klon auftritt, kann es am Ende zur malignen Transformation dieser Zellen 
kommen (Xie et al. 2014). Drei große Studien haben die DNA von tausenden gesunden älteren 
Probanden ohne Hinweise auf Vorliegen einer hämatologischen oder onkologischen 
Erkrankung mittels Whole-exome-sequencing analysiert (Genovese et al. 2014, Jaiswal et al. 
2014, Xie et al. 2014). Genovese et al. zeigten, dass in 10% aller Personen älter als 65 Jahren 
klonale Hämatopoese mit somatischen Mutationen, aber nur in 1% bei jungen Personen unter 
50 Jahren nachgewiesen werden konnte. Bei den drei am häufigsten betroffenen Genen handelt 
es dich um DNMT3A, ASXL1 und TET2. Diese wurden jeweils mit einer niedrigen 
Mutationslast <50% nachgewiesen. Von den untersuchten Patienten entwickelten 42% eine 
hämatologische Krebserkrankung. Bei all diesen Patienten wurde eine klonale Evolution zum 
Zeitpunkt der Probenentnahme im Gesunden, 6 Monate vor Eintritt der Erkrankung 
nachgewiesen (Genovese et al. 2014). 
 
Somit stellte sich auch für diese Arbeit die Frage, ob es sich bei den gefundenen somatischen 
Mutationen in der MDS- und CMML-Kohorte zum Zeitpunkt der Erstdiagnose nicht auch um 
altersassoziierte molekulare Aberrationen handeln könnte, die bereits vor Eintritt der 
Erkrankung vorhanden waren? Um diesbezüglich eine Antwort zu erhalten, müssten 
molekulargenetische Analysen von Genmaterial vor der Erstdiagnose erfolgen. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde lediglich der Zeitrahmen zwischen Diagnose und Zeitpunkt des besten 
Ansprechens unter Vidaza-Therapie beleuchtet. Ein sehr interessanter Aspekt, der gegen das 
Bestehen der Mutationen vor Erstdiagnose spricht, ist, dass in gesunden älteren Personen häufig 
nur eine Mutation gefunden wurde (Jaiswal et al. 2014). Bei der analysierten MDS- und 
CMML-Kohorte sowie in anderen Sequenzierstudien wurden Mutationen in zwei oder mehr 
Treibergenen (driver genes) gefunden, die essentiell für die maligne Transformation sind. 




(initiating/early mutation) betroffen ist, der somit nicht direkt zum Ausbruch einer Erkrankung 
führt. Menschen mit einer klonalen Hämatopoese können viele Jahre ohne Ausbruch einer 
hämatologischen Erkrankung leben. Wahrscheinlich haben gesunde ältere Personen mit 
Mutationen verglichen mit gesunden Probanden ohne Mutation ein erhöhtes 
Transformationsrisiko. Durch die Überwachung von Mutationsverläufen ist das Ansprechen 
auf eine spezifische Therapie evaluierbar. Die Identifikation von initiierenden Mutationen 
könnte die Möglichkeiten der personalisierten Therapien revolutionieren und die 
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6 Schlussfolgerung und Ausblick 
 
Noch vor wenigen Jahren waren die Therapiemöglichkeiten der MDS und CMML aufgrund der 
mangelnden Studienlage in diesem Bereich stark begrenzt. Hauptsächlich verursacht wurde das 
Schattendasein dieser Erkrankungen durch ihr heterogenes klinisches Erscheinungsbild, der 
zytogenetischen Heterogenität und der komplexen Pathophysiologie. Aktuell sind beide 
hämatologischen Erkrankungen Bestandteil intensiver Forschungsbemühungen.  
 
Im Rahmen der Zulassung von Azacitidin im Jahre 2009 wurden zahlreiche 
Behandlungserfolge publiziert, sodass Azacitidin als Therapiestandard zur Behandlung von 
Hochrisikopatienten etabliert wurde, die sich nicht für das Verfahren einer allogenen 
Stammzelltransplantation qualifizieren. In dieser Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass 
ein gutes Ansprechen auf die epigenetische Therapie mit Azacitidin bei Patienten mit 
myelodysplastischem Syndrom und chronischer myelomonozytärer Leukämie mit einer 
klonalen Stabilisierung assoziiert ist.  
 
Das Verständnis, wie sich die detektierten Mutationen als prognostische und prädiktive 
Faktoren nutzen lassen, wie genetische und epigenetische Veränderungen zusammenpassen, 
die differente Kinetik einzelner und zusammenwirkender Mutationen und wie diese 
Veränderungen letztendlich effektiv durch zielgerichtete Therapien angegangen werden 
können, könnten in Zukunft die Behandlung von MDS- und CMML-Patienten maßgeblich 
verbessern. Zudem erlangen Patienten, die von diesen Erkrankungen betroffen sind, neue 
Hoffnung auf Besserung und Zugewinn an Lebensqualität sowie Überlebenszeit. 
Weiterführend wäre eine Vergrößerung der Patientenkohorte im Hinblick auf die 
Mutationskinetik anzustreben, um einen verstärkten Einblick in die molekulare Wirkungsweise 
von Azacitidin zu erhalten. Des Weiteren könnte die Untersuchung des Methylierungsstatus 
von Genen mögliche epigenetische Fehlregulationen aufdecken. Ob die epigenetischen 
Veränderungen durch Störungen im Mikromilieu des Knochenmarks hervorgerufen werden 
oder ob ein intrinsisches Charakteristikum des pathologischen Klons die Ursache darstellt, ist 
noch weitestgehend ungeklärt. Für die zweite Variante spricht allerdings, dass die erworbenen 
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10 Anhang  
 
10.1 Bekannte Einzelnukleotid-Polymorphismen ohne pathologische Bedeutung 
In der folgenden Tabelle 24 befinden sich alle detektierten Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP, engl. Single Nucleotide Polymorphism) und gleichbedeutend 
kodierende Variationen, die im Enseml Browser als solche beschrieben wurden und von PolyPhen-2 und PROVEAN als benigne oder verträglich eingestuft wurden. 
Auch diese wurden von der Analyse ausgeschlossen.  
Tabelle 24: Identifizierte irrelevante SNPs, Mutationen in Intron-Bereichen, stille Mutationen in den n=30 Patientenproben 
Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
ASXL1 c.1939G>A p.G647S SNP (rs3746609)  benigne verträglich 33379468 21,25 
        33880449 4,56 
ASXL1 c.2429T>C p.L810P SNP (rs6058694)  benigne verträglich 10-167 99,75 
        11-610 100 
        11-795 99,73 
        12-325 99,73 
        33056681 100 
        33433770 100 
        33433638 100 
        33596022 99,77 
        33293192 100 
        33511940 100 
        33697558 100 
        34153263 100 
        33703452 100 
        34098283 100 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        34191665 99,71 
        13074281 100 
        34535644 99,19 
        33917287 99,77 
        13075164 100 
        33379468 100 
        33880449 100 
        33239338 100 
        33403660 100 
        33935230 99,62 
        34374189 100 
        34266380 100 
        34478735 99,78 
        34236542 100 
        34554713 100 
ASXL1 c.3744T>C p.S1248 SNP (rs4911231),    10-167 85,64 
    Gleichbedeutend    11-610 100 
        11-795 99,09 
        12-325 100 
        33293192 98,7 
        33511940 98,9 
        33697558 50,1 
        34153263 46,27 
        13060670 42,11 
        34191665 46,7 
        33917287 50,76 
        13075164 54,24 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33880449 93,98 
        33935230 100 
        34374189 99,54 
        34266380 52,21 
        34478735 47,61 
CSF3R c.2115G>A p.K705 SNP (rs373095416),    13060670 50,43 
    Gleichbedeutend    34191665 56,76 
CSF3R c.2211C>T p.S737 SNP (rs376211630),    34153263 41,23 
    Gleichbedeutend    34098283 14 
DNMT3A c.27C>T p.P9 SNP (rs41284843),    13060670 46,88 
    Gleichbedeutend    34191665 35,62 
DNMT3A c.1122+7G>A n/a Splice-region Variante    10-167 99,5 
    (rs2276599)    11-610 100 
        11-795 100 
        12-325 100 
        33056681 100 
        33433770 100 
        33433638 99,65 
        33596022 100 
        33293192 99,54 
        33511940 100 
        33697558 99,61 
        34153263 100 
        34098283 70,42 
        13060670 48,73 
        34191665 43,76 
        13074281 99,36 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33917287 100 
        13075164 99,53 
        33379468 99,38 
        33880449 100 
        33239338 99,27 
        33403660 100 
        33935230 99,47 
        34374189 100 
        34266380 100 
        34478735 100 
        34236542 100 
        34554713 100 
DNMT3A c.1266G>A p.L422 SNP (rs2276598),    33935230 52,35 
    Gleichbedeutend    34374189 44,94 
        34266380 58,66 
        34478735 48,51 
ETV_6 c.258G>A p.T86 SNP (rs11611479),    33433638 48.08 
    Gleichbedeutend    33596022 44.74 
        33697558 52.26 
        34153263 45.78 
        34098283 21.14 
        13060670 47,00 
        34191665 48,63 
EZH2 c.396T>C p.P132 SNP (rs61732845),    10-167 39.19 
    Gleichbedeutend    11-610 56.44 
EZH2 c.553G>C p.D185H SNP (rs2302427)  benigne schädlich 13060670 11,24 
        34191665 10,00 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33880449 48,87 
        33935230 93,83 
        34374189 93,12 




  10-167 44.19 




  11-610 52.75 
        33293192 49.43 
        33511940 56.08 
        34236542 47,74 
        34554713 53,31 
KRAS c.87G>A p.V29 ∅,    33293192 6.64 
    Gleichbedeutend      
KRAS c.182A>G p.Q61R Somatische Mutation  benigne verträglich 33935230 49,78 
    (COSM552, COSM1158660)    34374189 51,58 
    SNP (rs121913240)      
NOTCH1 c.4129C>T p.P1377S SNP (rs61751542)  benigne verträglich 33293192 11.96 
        33511940 49.13 
NOTCH1 c.5073G>A p.Q1691 SNP (rs61751538),    33917287 43,29 
    Gleichbedeutend    13075164 49,35 
        33239338 45,61 
        33403660 43,77 
NOTCH1 c.5094C>T p.D1698 Somatische Mutation    33056681 54.70 
    (COSM33747, COSM1461158),    33433770 48.34 
    SNP (rs10521),    33703452 47.89 
    Gleichbedeutend    34098283 27.33 
        13074281 99,58 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33917287 100,00 
        13075164 100,00 
        33379468 51,59 
        33880449 48,45 
        33239338 50,29 
        33403660 44,50 
        33935230 52,41 
        34374189 49,85 
        34266380 52,65 
        34478735 42,53 
        34236542 58,11 
        34554713 49,16 
NOTCH1 c.5718G>A p.A1906 SNP (rs369730620),    33293192 41.01 
    Gleichbedeutend    33511940 48.15 
NOTCH1 c.6555C>T p.D2185 SNP (rs2229974),    33056681 54.92 
    Gleichbedeutend    33433770 56.58 
        33433638 49.68 
        33596022 49.68 
        33293192 96.64 
        33511940 100.00 
        33697558 99.47 
        34153263 100.00 
        33703452 99.42 
        34098283 74.32 
        13074281 100 
        34535644 100 
        33917287 100 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33379468 50,90 
        33880449 55,65 
        33239338 100,00 
        33403660 98,49 
        33935230 48,89 
        34374189 49,14 
        34266380 53,63 
        34478735 45,78 
        34236542 100,00 
        34554713 100,00 
NOTCH1 c.7606G>A p.V2536I Somatische Mutaion  benigne verträglich 13074281 49,28 
    (COSM33847),    34535644 46,24 
    SNP (rs111627256)      
NPM1 c.875A>G p.K292R ∅  benigne neutral 33433638 97.38 
        34098283 21.32 
p53 c.108G>A p.P36 SNP (rs1800370),    33433638 43.53 
    Gleichbedeutend    33596022 33.55 
        34098283 15.55 
        34236542 51,83 
        34554713 51,96 
p53 c. 215C>G p.P72R Somatische Mutation  benigne verträglich 10-167 8,55 
    (COSM250061),    11-795 51,99 
    SNP ( rs1042522)    12-325 60,45 
        33056681 16,55 
        33433770 41,04 
        33433638 51,44 
        33596022 62,83 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33511940 65,32 
        33697558 51,62 
        34153263 45,09 
        33703452 97,78 
        34098283 85,06 
        13060670 56,64 
        34191665 52,5 
        13074281 99,36 
        34535644 99,52 
        33917287 99,55 
        13075164 99,47 
        33379468 51,04 
        33880449 48,12 
        33403660 2,69 
        33935230 54,6 
        34374189 50,38 
        34266380 52,97 
        34478735 57,65 
        34236542 49,09 
        34554713 46,41 
SRSF2 c.144C>T p.D48 SNP (rs237057),    10-167 100 
    Gleichbedeutend    11-610 100 
        11-795 53,49 
        12-325 47,58 
        33056681 100 
        33433770 100 
        33433638 66,49 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33293192 98,24 
        33511940 100 
        33697558 99,57 
        34153263 100 
        33703452 100 
        34098283 74,23 
        13060670 100 
        34191665 100 
        13074281 99,87 
        34535644 100 
        33917287 99,67 
        13075164 100 
        33379468 99,73 
        33880449 100 
        33239338 99,69 
        33403660 100 
        33935230 100 
        34374189 100 
        34266380 52,03 
        34478735 48,79 
        34236542 100 
        34554713 99,61 
SRSF2 c.402T>C p.S134 SNP (rs237058),    10-167 99,56 
    Gleichbedeutend    11-610 100 
        11-795 100 
        12-325 100 
        33056681 100 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33433638 60,24 
        33596022 42,09 
        33293192 100 
        33511940 100 
        33697558 99,53 
        34153263 100 
        33703452 100 
        34098283 70,83 
        13060670 100 
        34191665 100 
        13074281 100 
        34535644 100 
        33917287 100 
        13075164 100 
        33379468 100 
        33880449 99,34 
        33239338 100 
        33403660 100 
        33935230 100 
        34374189 100 
        34266380 100 
        34478735 100 
        34236542 100 
        34554713 99,46 
STAG2 c.450A>G p.E150 Gleichbedeutend    34098283 7.30 
TET2 c.86C>G p.P29R SNP (rs12498609) 
 vielleicht 
schädlich schädlich 34236542 94,47 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
TET2 c.100C>T p.L34F SNP (rs111948941)  benigne schädlich 33433638 2.39 
        33596022 51.56 
        34098283 18.62 
TET2 c.521C>A p.P174H SNP (rs146031219)  benigne verträglich 13060670 48,12 
        34191665 47,40 
TET2 c.652G>A p.V218M SNP (rs6843141)  benigne verträglich 33433638 39.42 
        33596022 46.58 
TET2 c.1064G>A p.G355D SNP (rs61744960) 
 vielleicht 
schädlich schädlich 10-167 3,01 
TET2 c.1088C>T p.P363L SNP (rs17253672  benigne schädlich 33056681 56.76 
        33433770 46.73 
        33433638 3.23 
        33293192 4.17 
        33697558 46.10 
        34153263 46.45 
        33703452 7.03 
        34098283 9.90 
TET2 c.3251A>C p.Q1084P SNP (rs75056899)  benigne verträglich 33917287 41,08 
        13075164 53,31 
TET2 c.4884T>C p.Y1628 ∅,    33433638 10.53 
    Gleichbedeutend      
TET2 c.5162T>G p.L1721W SNP (rs34402524) 
 vielleicht 
schädlich schädlich 10-167 22.91 
        11-795 55.28 
        12-325 50.00 
        33056681 62,93 
        33433770 47,13 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33293192 54,49 
        33511940 45,53 
        33697558 48,76 
        34153263 59,19 
        33703452 53,5 
        34098283 25,24 
TET2 c.5284A>G p.I1762V SNP (rs2454206)  benigne verträglich 10-167 44,86 
        11-610 50,24 
        11-795 42,86 
        12-325 48,14 
        33056681 36,39 
        33433770 50,2 
        33433638 3,69 
        13060670 47,33 
        34191665 48,15 
        33917287 48,07 
        13075164 47,31 
        33379468 47,27 
        33880449 44,33 
        34266380 49,30 
        34478735 45,80 
TET2 c.5333A>G p.H1778R SNP (rs62621450 
 vielleicht 
schädlich schädlich 33433638 40.38 
        33596022 40.84 
        34098283 18.14 
UTX c.2177C>A p.T726K SNP (rs2230018)  benigne verträglich 11-795 94.04 
        12-325 94.51 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        33596022 54.13 
        33293192 4.96 
        34098283 22.22 
        33917287 98,92 
        13075164 100,00 
UTX c.3111G>A p.Q1037 Somatische Mutation    10-167 12.35 
    (COSM1179848),    33433638 35.18 
    SNP (rs20539),    33596022 35.28 
    Gleichbedeutend    33697558 44.01 
        34153263 52.71 
        34098283 16.77 
        13074281 100,00 
        34535644 99,39 
WT1 c.1107A>G p.R369 Somatische Mutation    33697558 11.03 
    (COSM1353507, COSM1353508)    34153263 35.41 
    SNP (rs16754),    33703452 28.43 
    Gleichbedeutend    34098283 20.69 
        33917287 38,80 
        13075164 36,69 
ZRSR2 c.864C>T p.N288 SNP (rs2301724),    10-167 91.79 
    Gleichbedeutend    11-610 100.00 
        33056681 35.84 
        33433770 48.09 
        33433638 95.88 
        33596022 99.49 
        33697558 51.91 
        34153263 44.90 




Gene DNA-Variation Protein Ensembl Browser  PolyPhen-2 PROVEAN Probe Mutations- 
  Variation   Prognose Prognose  anteil (%) 
        REPLI-g® 
        13060670 53,99 
        34191665 60,28 
        33379468 100 
        33880449 100,00 
ZRSR2 c.1333_1338dupAGCCGG p.S447_R448dup ∅   neutral 10-167 38.53 
ZRSR2 c.1338_1343dupGAGCCG p.S447_R448dup ∅   neutral 11-610 34.83 
        33433638 41.54 
        33596022 43.03 
        33697558 45.65 
        34153263 42.00 
        34098283 20.20 






Tabelle 25: FastStart Primer 






















































































































































GCTTAGGCTCTGTGAG   
304 1x 
DNMT3A_14R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGGTC
TGTGGGGAAGGGAG   
  
DNMT3A_15F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCCAT
TCCAGGTAGCACACC   
318 1x 
DNMT3A_15R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCCCA








































AGTGTGTGTTCGTGTG   
315 1x 
DNMT3A_21R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTCAT









CTGTGTGGTTAGACG   
373 1x 
DNMT3A_23R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGCC















AGCTAAACGGCCAGAG   
309 1x 
DNMT3A_5R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCACTT









CTTGAGTGTCAGGTG   
353 3x 
DNMT3A_7R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGAGG




























GCTGTCTAACTGACAAGAC   
301 1x 
ETV6_3R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGAGG









TTCCTGTCCTGCCAAC   
393 1x 
ETV6_5_1R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATCA
CGCGTGTGCTCTCC   
  
ETV6_5_2F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAACC
ACCAGGAGTCCTACCC   
391 1x 
ETV6_5_2R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGGGG
AGAGTGGGACTTTGTC   
  
ETV6_6F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAGG
CAGAAGCAGTTGCTGG   
317 1x 
ETV6_6R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAT















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































TTGTTTTCTGCTTCG   
354 1x 
UTX_10R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTTTC








































CCCCTATAGATTCTCTTCCC   
314 1x 
UTX_16_1R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTG
TCTGTACTTCCCAGCG   
  
UTX_16_2F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGTG
CCTAGCGTCTCTCAGC   
378 1x 
UTX_16_2R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACCA
GTTCCCCAAACACTTC   
  
UTX_17_1F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGAT
AACTTTAGGACTTGGGTCAA   
384 1x 
UTX_17_1R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTTTCC
TGAAGGCTTGCTCTC   
  
UTX_17_2F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACCTC
AGGTGGACAACAAGG   
366 1x 
UTX_17_2R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGCT
GTTGAAATGGCTGAAG   
  
UTX_17_3F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCCAC
CCAGCTGTTCATACA   
369 1x 
UTX_17_3R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGGT
CCAAATTTCAGCATTC   
  
UTX_18F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCACA
TCTCATGGACTTGTGC   
351 2x 
UTX_18R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAATG
TTTCCTAAAGGGCATCC   
  
UTX_19F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGGGAG
AAATGTATGTGGTTACTATCTG   
376 1x 
UTX_19R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTCTGC
CAGTGCTGGAAAAG   
  
UTX_20F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGCC
GTAAAATGCTTTACCTTC   
381 1x 
UTX_20R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGTGT
CCTTTCAAAACTCCAAAG   
  
UTX_21-22F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGGA
AAGGATTGCCAGTTGT   
338 1x 
UTX_21-22R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAATT















GACATTTTCTTCCAGTCTT   
393 1x 
UTX_25R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCAAT
TCTATGCAAGGAGTCATTCTT   
  
UTX_26F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACCT
GAGCAGGTGATAATGG   
318 1,2x 
UTX_26R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTTGCT
TTGATGTCAACGTAATTC   
  
UTX_27F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACAA










TAAGCAACAAAATTGAA   
  
UTX_28F CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCTGTC
CACAATTTCATTCAAGTAG   
334 1x 
UTX_28R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGAG













































GTTAAAGAAACATTCAATAATGG   
329 1x 
UTX_9R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCCAC




































































































Tabelle 26: GC-rich Primer 
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